Papel de B-RAF en la progresión del cáncer de tiroides: cooperación con TGFβ en la transición epitelio-mesénquima by Baquero Valls, Pablo
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tesis Doctoral 
 
 
PAPEL DE B-RAF EN LA PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE TIROIDES: 
COOPERACIÓN CON TGFβ EN LA TRANSICIÓN                        
EPITELIO-MESÉNQUIMA 
 
 
 
Pablo Baquero Valls 
 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular 
 
 
 
 
 
     Alcalá de Henares 2012 
 
 
 
 
 
 
 
 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 
Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
         
 
 
 
 
 
 
Antonio Chiloeches Gálvez, Doctor en Biología y Profesor Titular de Universidad del Departamento 
de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Alcalá, 
 
 INFORMA: 
  Que el trabajo presentado por Don. Pablo Baquero Valls, titulado “PAPEL DE B-RAF EN 
LA PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE TIROIDES: COOPERACIÓN CON TGFβ EN LA TRANSICIÓN                        
EPITELIO-MESÉNQUIMA”, ha sido realizado bajo mi dirección en este Departamento y, a su juicio, 
cumple todos los requisitos necesarios para que el interesado opte al Grado de Doctor. 
 
Alcalá de Henares, a 29 de Marzo de 2012 
 
 
 
 
Dr. Antonio Chiloeches Gálvez 
 
F A C U L T A D  D E  M E D I C I N A  
Campus Universitario 
28871 Alcalá de Henares (Madrid) 
Teléfono: 91 885 45 13 
Fax: 91 885 45 85 
Depto.bioquimica@uah.es 
 
 
U
N
IV
E
R
S
ID
A
D
 D
E
 A
L
C
A
L
Á
, 
P
A
T
R
IM
O
N
IO
 D
E
 L
A
 H
U
M
A
N
ID
A
D
 
 
 
 
 
 
 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 
Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
         
 
 
 
 
 
 
Mª José Carmena Sierra, Directora del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la 
Universidad de Alcalá, 
 
 INFORMA: 
  Que la Tesis Doctoral que lleva por título “PAPEL DE B-RAF EN LA PROGRESIÓN DEL 
CÁNCER DE TIROIDES: COOPERACIÓN CON TGFβ EN LA TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA” ha 
sido realizada por Don. Pablo Baquero Valls en este Departamento, bajo la dirección del                  
Dr. Antonio Chiloeches Gálvez y, a su juicio, cumple todos los requisitos necesarios para que el 
interesado opte al Grado de Doctor. 
 
Alcalá de Henares, a 29 de Marzo de 2012 
 
 
 
Dra. Mª José Carmena Sierra 
 
 
 
 
 
 
F A C U L T A D  D E  M E D I C I N A  
Campus Universitario 
28871 Alcalá de Henares (Madrid) 
Teléfono: 91 885 45 13 
Fax: 91 885 45 85 
Depto.bioquimica@uah.es 
 
 
U
N
IV
E
R
S
ID
A
D
 D
E
 A
L
C
A
L
Á
, 
P
A
T
R
IM
O
N
IO
 D
E
 L
A
 H
U
M
A
N
ID
A
D
 
 
 
Dicen que ser agradecido es de bien nacido. Pues yo debo haber nacido mejor que bien porque 
solo tengo palabras de agradecimiento para todos vosotros. ¡Vamos que Almodóvar en los 
Oscar es un aficionado a mi lado! No sois precisamente la Virgen de Fátima o la de Guadalupe 
a las que mentó ese día pero también me habéis traido suerte a lo largo de estos años. ¡Y qué 
años! ¡Ha habido de todo! Si es que solo de pensar en todos los momentos que hemos pasado 
me rio, por no decir otra palabra en público. Hemos jugado al padel, hemos jugado al 
baloncesto, hemos nadado, hemos hecho excursiones, hemos hecho viajes (¡y que viajes!), 
hemos hecho cenas, hemos hecho potatos, hemos salido de fiestaaaaaa (¡y qué fiestas!) y para 
rematar… ¡España ha ganado una Eurocopa y un Mundial! ¡Qué locura! Personalmente, estos 
años también han sido la mar de ajetreados. Me he independizado y mudado dos veces, me he 
comprado una casa, me han robado, he tenido problemas con hacienda, he pasado del “dyc-
cola” a la “sal de frutas-limón”… en fin, que me he hecho mayor.  
 
Leyendo lo anterior parece que no he dado un palo al agua. Pues no, no he sido ningún 
Pocholo ni el hijo de “la Thyssen”. También he trabajado mucho. Parece que fue ayer cuando 
entré en el laboratorio con la melena al viento.  
A los primeros que conocí fueron a Javi, Mali y Ariel. Allí estaban los tres con cara de no haber 
roto un plato en su vida. Gracias a los tres por vuestros consejos en mis primeros pasos en el 
laboratorio.  
Luego llegó Irene de su congreso de Córdoba. ¡Qué tía! Lo primero que pensé fue: “que Dios 
me pille confesado”. Tendría que escribir otra tesis para darte las gracias por todo, pero va a 
ser que no. Una vez escuché que a parte de la familia hay 4 ó 5 personas que te marcan la vida 
y por las que siempre sentirás un cariño especial. En estas páginas mencionaré a 3 de ellas, y la 
primera eres tú, y con eso te lo digo todo. A ti, David, por cercanía, te toca aguantarme y 
compartir tus riquezas conmigo cuando seas un alto ejecutivo en chanclas. Gracias por ser el 
mejor amigo que he tenido estos años, eres un crack.  
 
Gracias a ti también Eva, y a ti, Ana, por las risas que nos hemos echado juntos. Espero que allí 
donde estéis os vaya todo muy bien y que nos encontremos algún día. Da igual donde, lo 
pasaremos bien seguro. Juanito, que grande eres campeón. Espero que estés buceando mucho 
y que algún día nos volvamos a ver, aunque sea en una boda en Galicia o algo... Eres un 
fenómeno en detalle atomístico. Gracias a ti también Claire, porque aunque en la carrera 
subieras las campanas de Gauss de las notas, durante estos años lo has arreglado con creces. 
Eres una fenómena.  
Nadia. Llegaste al laboratorio con pinta de mosquita muerta, pero de eso nada. Has sido un 
apoyo muy grande para mí estos años y lo hemos pasado de cine, tanto dentro como fuera del 
laboratorio. Esté donde esté te echaré mucho de menos, te has ganado a pulso ser la segunda 
persona que ha marcado esta etapa de mi vida. No cambies nunca.  
Anita. ¡Qué te voy a decir! Si buscas la alegría de la huerta en google sale tu cara. No pierdas 
nunca esa sonrisa que me ha encandilado cada mañana durante este tiempo. Gracias por 
compartir las naranjas, por reírte tanto de mis tonterías y por hacerme el trabajo mucho más 
llevadero. ¡Todos los trabajos tendrían que tener una Ana!  
Gracias a ti también Raúl, porque aunque fuiste desterrado del laboratorio siempre te tuve en 
el corazón... Deja de echarle cuento a lo de la rodilla y vente a jugar al baloncesto ya. No creo 
que notemos mucha diferencia pero por lo menos nos reimos un rato. Eres un majete. 
AGRADECIMIENTOS 
  
A Eva y a Volmir. Porque aunque no hayamos coincidido mucho en el tiempo a la buena gente 
se la reconoce en seguida, y vosotros sois de lo mejorcito. Gracias por aguantarme las manías 
del laboratorio, sobre todo a ti Eva. Alguna vez también pondrá tú los carteles en los 
congeladores, ya lo verás.  
Gracias a Santiago y Begoña por ser tan buena gente. Contad conmigo para ser el 
representante de Diego cuando sea un profesional de Hockey. Prometo no dejarle ir con 
mujeres malas ni beber nada que lleve alcohol. A ti Pilar, gracias también por ser tan maja y 
ayudarme siempre en lo que has podido. Gracias a los tres por todo. 
 
Gracias a vosotros, los Jimenez. A ti Carlos Mario, por tus clases y tus tablas de natación. 
¡Hijuepuuuta! ¡Eres un fenómeno! A ti Miguel, alias “Panchi Barbecho”. Gracias por el Layout, 
si lo sé te llamo antes. Aunque no lo pareces, eres listo tronco. Aquí tenéis un amigo para lo 
que queráis, sobre todo para invitarle a Colombia. Kilian y Cris. Aunque con vosotros no he 
tenido tanta relación, siempre seréis bien recibidos en mi casa. Gracias a ti también Antonio 
Jimenez por las paellas y los “refrescos” en tu porche. ¡Qué gozada! Gracias también por 
dejarme el microscopio de fluorescencia y perdona por los settings que a día de hoy no sé si 
borré o no. A Federico. A ti te debo parte de mi formación universitaria y eso se merece un 
buen agradecimiento, muchas gracias.  
 
No quiero olvidarme de gente con la que, aunque he tenido menos relación, han facilitado que 
esta tesis se llevara a cabo. Gracias a Guillermo y a Juan. A Juan por ser tan buena gente como 
es y a Guillermo por los puritos al sol que nos hemos “metido pal pecho”. Alguna vez iré a 
Ciudad Rodrigo y nos tomaremos unas cañas. Gracias a Pilar Rubio y a Olga por vuestra 
paciencia con las q-pcrs. A Isabel y a las chicas de cultivos. En especial a Isabel, gracias por tu 
paciencia en el confocal y por los test de los malditos micoplasmas. Gracias también a Laura- 
Alicia que después de todo, igual volvemos a coincidir en un laboratorio y a lo mejor, hasta voy 
a tu tesis express y todo. Gracias a todas las chicas de Fisio porque no solo hemos compartido 
pasillo, sino que también hemos compartido risas y buenos momentos. Gracias también a 
Manolo Puyol. A él también le debo parte de mi formación como a Inés y a Nieves. Ellas fueron 
las directoras de la primera edición del Máster, y por eso, y el apoyo que nos distéis os quiero 
dar las gracias más sinceras. Gracias también a vuestras chicas, Nuria, Diana y Cecilia por los 
ratos revelando en los que hemos compartido la frustración del western en blanco.  
Gracias en especial a Angélica, porque si todo el mundo trabajara como ella se acabaría la crisis 
echando... ¿seguro que no eres alemana? Un beso muy grande para ti.  
 
Gracias en especial a mi jefe y amigo Antonio. Porque hemos sido más pobres que vagos, 
porque las noches han sido más que alegres y las mañanas no han sido tan tristes y porque 
después de todas las reuniones de pastores no ha habido tantas ovejas muertas. Alguien dijo 
alguna vez que el éxito se consigue cuando la gente a la que admiras alguna vez siente lo 
mismo por tu trabajo. Si alguna vez tengo éxito, significará entonces que mi trabajo te ha 
parecido admirable…o admirablemente farrragoso. Sí, así es, te has ganado a pulso ser la 
tercera persona especial en mi vida. Por eso, nunca comerás conejo en mi casa, ni salchichas 
frescas, pero sí oreja porque tu mujer se lo merece todo. Gracias a ti también Marina por los 
buenos ratos que me has hecho pasar. 
 
 
¿Como me enrollo eh? Ya falta poco.  Gracias a mis amigos de toda la vida porque como 
vosotros no hay nadie. Siento no mencionaros pero ya os haré en buen discurso en vuestra 
boda, así que arreando majetes. Ya sabéis, la confianza da asco. Cuando lea la tesis os podéis 
preparar para hacer un buen maratón de cubatas de los que solíamos hacer. 
 
Esta tesis se la dedico a mí familia. Gracias Papá y Mamá por dármelo todo a cambio de nada. 
A ti Papá por haber estudiado y trabajado tanto para darme todo lo que he necesitado. ¡Ójala 
algún día pueda yo hacer lo mismo por un hijo! A ti Mamá, por ser la autora de mis días, 
cuidarme y animarme en todo momento. Perdona por no llamarte más. A partir de ahora 
prometo hacerlo con más frecuencia… y también prometo ser bueno en las bodas familiares. 
Porque un Dr tiene que ser bueno… ¿o a lo mejor no? Gracias Moni por ser la mejor hermana 
que uno podría tener y por convertirte en una mujer tan lista como eres. Me podría tatuar 
tranquilamente “orgullo de hermana” en el brazo, pero va a ser que no. Gracias también al 
resto de mi familia, a los que están y a los que no están. A mis tías y tíos, a todos mis primos. 
Gracias por quererme tanto aunque a veces no me lo merezca por ser tan “despegao”. Con mí 
familia también incluyo a la de María. Gracias a todos por ser como sois y por habernos 
ayudado tanto. Un beso especial a Osquitar y a Alejandra, que aunque aún no ha nacido será 
una niña guapísima… ¡si se parece a la madre claro!  
 
Pienso que todos estos agradecimientos que acabo de escribir no los podría hacer nadie que 
no fuera sobradamente feliz. Eso se lo debo a una sola persona. Gracias cariño. Por estar 
siempre a mi lado, por quererme tanto y por aguantarme, que no es poco. Eres la mejor 
persona que he conocido nunca. Tú eres mi Oscar. Este trabajo y todo lo que venga después es 
de los dos. Te quiero “gorda”.   
 
 
 
GRACIAS A TODOS. 
 
 
Pablo. 
 
   
  
 
 
 
 
 
Cancer development is a multistep process in which a succession of genetic alterations leads to 
the progressive conversion of normal cells into highly malignant derivatives by conferring 
growth advantage. In this way, transformation allows cancer cells to survive and proliferate 
under conditions that would normally be deleterious. In tumor cells, there are certain types of 
genes that are often mutated or highly expressed, called oncogenes. Normally, the protein 
products of these oncogenes belong to signalling pathways involved in key regulatory 
processes, such as proliferation, survival and migration. One example is the serine/threonine 
kinase B-RAF included in the Ras-RAF-MEK-ERK, which is mutated in approximately 10% of 
human cancers.  
 
The most common genetic alteration in thyroid carcinoma is the oncogenic T1799A 
transversion of B-RAF. This mutation results in a V600E substitution which transforms the wild 
type protein in a constitutively activated kinase. Recent studies have shown that this mutant is 
important not only in early stages of the tumour, but also for the maintenance and progression 
of the disease.  
The aim of this work is to study the implication of V600EB-RAF in processes related to cancer 
progression, such as migration and invasion, and elucidate new molecular mechanisms 
mediated by this oncogene in the development of thyroid carcinoma. For this purpose, we 
used three thyroid cancer cell lines, two of them harbouring V600EB-RAF mutation and one 
containing WTB-RAF. This model, together with several molecular strategies including the 
treatment with the specific  V600EB-RAF inhibitor PLX4720, silencing B-RAF by small interference 
RNA and treatment with the MEK inhibitor U0126, allowed us to describe de role of B-RAF in 
thyroid carcinoma progression. Furthermore, to confirm some of the results obtained in this 
study, we overexpressed the mutant V600EB-RAF, by lentiviral transduction, in thyroid cells 
containing wild type B-RAF  
 
Overall, in the first part of this work, we show that V600EB-RAF promotes cell migration and 
invasion. Moreover, this oncogen is involved in epithelial to mesenchymal transition (EMT) 
through the increase of Snail1 expression and E-cadherin repression. In addition, these effects 
are related to cell scattering observed when we overexpressed V600EB-RAF in WTB-RAF-cells. We 
also demonstrate that the expression of Snail1 is required for V600EB-RAF-induced E-cadherin 
repression. Furthermore, we show that overexpression of Snail1 promotes migration and 
invasion, indicating that one possible mechanism by which V600EB-RAF participates in the 
progression of thyroid cancer may be through regulating Snai1 and E-cadherin levels.    
 
On the other hand, we demonstrate that, in our model, the multifunctional cytokine TGFβ 
lacks its antiproliferative and proapoptotic effects characteristic of some types and cellular 
contexts. By contrast, TGFβ promotes both EMT and cell migration, demonstrating a tumor 
promoting role in advanced stages of thyroid cancer. Importantly, these TGFβ-mediated 
effects were blocked by inhibition of V600EB-RAF and MEK, suggesting a cooperation between 
the MEK/ERK pathway and TGFβ signalling in thyroid cancer progression. 
In addition, our data establish that V600EB-RAF induces secretion of functional TGFβ through a 
MEK-ERK dependent mechanism. Interestingly, the blocking of TGFβ signaling doesn´t rescue 
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the V600EB-RAF-induced aggressive phenotype, showing that V600EB-RAF-induced cancer 
progression, is not mediated through TGFβ overexpression.  
 
Finally, we observed that TGFβ affects two major focal contacts associated proteins. TGFβ 
increases ILK expression through a V600EB-RAF dependent mechanism but interestingly, this is 
not related to the EMT or the induction of a more migratory phenotype. On the other hand, 
treatment with TGFβ also raises FAK activity and its interaction with Src. In contrast with ILK, 
we show that both Src and FAK are involved in TGFβ-mediated EMT, since its inhibition 
decrease Snail1 levels. In this context, the role of V600EB-RAF appears to be independent of Src 
activity, suggesting the wide range of mechanisms by which TGFβ can induce EMT and 
clarifying alternatives to inhibit tumor aggressiveness of thyroid carcinoma. 
 
Although further studies are warranted to characterize the molecular details of                         
V600EB-RAF-mediated signal transduction and TGFβ function in thyroid cancer, the results 
reported here contribute to a better understanding of the molecular mechanisms underlying 
the progression and tumor malignancy of these kinds of tumors. Indeed, all these data 
demonstrate that oncogenic V600EB-RAF plays an important role in the induction of an invasive 
phenotype, and provide more evidences that support the therapeutic intervention by using 
V600EB-RAF inhibitors in advanced stages of thyroid cancer.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ATC: Carcinoma anaplásico tiroideo 
WTB-RAF: B-RAF wild type, silvestre 
Co-IP: Co-inmunoprecipitación 
CRD: Dominio rico en cisteínas 
CDK: Quinasa dependiente de ciclinas 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
ECM: Matriz extracelular 
EMT: Transición epitelio-mesénquima 
ERK: Quinasa regulada por señales 
extracelulares 
FA: Filamento de actina 
FAK: Quinasa de adhesión focal  
FTC: Carcinoma folicular tiroideo 
GAP: Proteína activadora de la actividad 
GTPasa 
GEF: Factor intercambiador de nucleótidos 
de guanina 
GPCR: Receptor acoplado a proteínas G 
GSK-3β: Glucógeno sintasa quinasa 3β 
ILK: Quinasa ligada a integrinas 
ILKAP: Proteína asociada a ILK 
I-Smads: Smads inhibidoras 
JNK: Quinasa del dominio C-terminal de 
c‐Jun 
LOXL2: Lisil-oxidasa like 2 
MAPK: Proteína quinasa activada por 
mitógenos 
MAPKK: Proteína quinasa de MAPK 
MAPKKK: Proteína quinasa de MAPKK 
MET: Transición mesénquima-epitelio 
miARN: Micro ARN 
MLC: Cadena ligera de miosina 
MLCK: Quinasa de la cadena ligera de 
miosina 
MMP: Metaloproteinasa de la matriz 
extracelular 
MTT: Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5 difeniltetrazol 
NES: Señal de exportación nuclear 
NIS: Co-transportador sodio yodo 
NF-κB: Factor nuclear κB 
PCR: Reacción encadena de la polimerasa 
PH: Dominio de homología a pleckstrina 
PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa 
PIP3: Fosfatidilinositol trifosfato 
PLX: PLX4720, inhibidor de V600EB-RAF 
PTC: Carcinoma papilar tiroideo 
Q-PCR: PCR a tiempo real o PCR 
cuantitativa 
RBD: Dominio de unión a Ras 
R-Smads: Smads asociadas al receptor 
RTK: Receptor tirosina quinasa 
SBE: Elemento de unión a Smads 
sc: scrambled; secuencia de siRNA 
desordenada 
SH: Dominio de homología a Src 
siB-RAF: siRNA para B-RAF 
siFAK: siRNA para FAK 
siILK: siRNA para ILK 
siRNA: ARN pequeño de interferencia 
Tg: Tiroglobulina 
TGFβ: Factor de crecimiento transformante 
TPO: Tiroperoxidasa 
TβR: Receptor de TGFβ 
TSH: Hormona estimuladora del tiroides 
TSRH: Receptor de la hormona 
estimuladora del tiroides 
U0: U0126, inhibidor de MEK 
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PRÓLOGO 
 
Las células del cuerpo humano normalmente crecen, se dividen y mueren. Durante los 
primeros años de vida de un individuo las células se dividen con mayor rapidez permitiendo el 
crecimiento normal del organismo; en cambio, en la fase adulta, la mayoría de células 
únicamente se dividen para reemplazar células dañadas o muertas. Un tumor aparece cuando 
las células adquieren la capacidad de dividirse indefinidamente y evitar la muerte, causando, 
por tanto, un crecimiento incontrolado. Estas células, además de crecer en su localización de 
origen, pueden llegar a invadir tejidos adyacentes o distales y es entonces cuando hablamos de 
tumor maligno, tumor canceroso o simplemente, cáncer. 
 
Para que una célula normal se transforme en cancerosa ha de cumplir una serie de requisitos 
descritos por Hanahan y Weinberg en el año 2000. Estos son: autosuficiencia para proliferar en 
ausencia de señales de crecimiento, insensibilidad a las señales inhibitorias de proliferación, 
evasión de la muerte celular programada o apoptosis, adquisición de potencial replicativo 
ilimitado, angiogénesis sostenida, e invasión de tejidos y metástasis (1). Recientemente, 
gracias al progreso de la investigación en la última década a esta lista se han sumado otros dos 
factores: la reprogramación del metabolismo energético y la evasión de la destrucción 
provocada por la respuesta inmune. La adquisición de todas estas propiedades es posible 
gracias a dos características. La primera de ellas es la inestabilidad genómica, que da lugar a 
mutaciones aleatorias, delecciones, translocaciones, amplificaciones y ganancia o pérdida de 
un cromosoma completo, y generalmente conllevan a la activación de proteínas proto-
oncogénicas o la inactivación de genes supresores de tumores. La segunda característica que 
permite la transformación celular es la respuesta inflamatoria que se da en lesiones crónicas, 
en la cual participan células del sistema inmune, que en algunos casos liberan moléculas 
bioactivas y/o sustancias químicas que actúan sobre las células vecinas induciendo el 
desarrollo tumoral (figura 1)(2).   
 
Hoy en día, la mayoría de estrategias terapéuticas para abordar el tratamiento del cáncer 
están dirigidas sobre moléculas específicas que, de una manera o de otra, están implicadas en 
alguna de las características descritas anteriormente (figura 1). Aunque de este modo se 
pretende reducir los efectos colaterales y/o secundarios derivados de la acción del fármaco 
sobre una diana terapéutica diferente a la elegida, en la realidad, el efecto terapéutico es 
transitorio y en muchos de los casos aparecen resistencias y en consecuencia recaídas e 
incluso agravamiento de la enfermedad. Una explicación para este hecho es que cada una de 
las características implicadas en la transformación celular puede estar regulada por varias vías 
de señalización, sugiriendo que aunque se inhiba una de ellas, las células pueden sobrevivir 
mediante la regulación de otra vía, e incluso adquirir nuevas mutaciones y seguir proliferando. 
Por ello, es necesario el estudio de las alteraciones genéticas que dan lugar a proteínas 
mutantes capaces de iniciar la tumorogénesis, el conocimiento de las vías de señalización 
implicadas en la progresión tumoral y la posible relación que pueda existir entre ellas.  
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Figura 1. Principales requisitos y características para la transformación celular. En letra negra se describen los 
requisitos descritos para la progresión tumoral en el año 2000 (1), en letra roja, los dos requisitos incorporados 
recientemente, y finalmente, en letra verde, se especifican las características que permiten la transformación 
celular. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011 (2). 
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I. TIROIDES 
 
1. GENERALIDADES 
 
La glándula tiroides es uno de los órganos endocrinos más grandes del cuerpo humano. Se 
localiza en la parte anterior de la tráquea, en la base del cuello, justo debajo de la “nuez de 
Adán” o cartílago tiroides (figura 2A). Está formada por dos lóbulos en forma de mariposa y 
compuesta por dos tipos celulares, las células foliculares y las células parafoliculares o células C 
(figura 2B). Las primeras son mayoritarias, tienen una morfología cuboidal, forman un epitelio 
alrededor de una masa proteica denominada coloide y se encargan de sintetizar las hormonas 
tiroideas. Las células parafoliculares se intercalan entre las foliculares y su función es la 
producción y secreción de la calcitonina.  
 
 
 
 
Figura 2. Glándula Tiroides y folículos tiroideos. A) Localización y representación de la glándula Tiroides. B) Imagen 
de un corte histológico de la glándula tiroidea donde se muestran las células foliculares, las células parafoliculares y 
el coloide.  
 
 
La glándula Tiroides se regula a nivel hipotalámico a través de la liberación de la hormona 
liberadora de tirotropina (TRH, Thyrotropin Releasing Hormone). La TRH, a su vez, actúa en la 
hipófisis anterior induciendo la secreción de la hormona estimuladora del tiroides (TSH, 
Thyroid Stimulating Hormone). Finalmente, la TSH estimula la Tiroides produciendo la 
liberación de las hormonas tiroideas almacenadas en el coloide, la T4 o Tiroxina y la T3 o 
Triyodotironina. Las hormonas tiroideas están implicadas en gran cantidad de procesos vitales, 
pero especialmente en el aumento general del metabolismo celular, maduración y desarrollo 
de ciertos tejidos como el cerebro, la producción de energía y calor, y la regulación de las 
funciones mentales, cardíacas, respiratorias, reproductivas y sexuales.  
 
En el proceso de síntesis de las hormonas tiroideas, el yodo es captado desde el torrente 
sanguíneo a las células tiroideas a través del cotransportador de sodio/yodo NIS, (Natrium 
dependent Iodine Symporter), localizado en la membrana basal (figura 3). A continuación, el 
yodo es transportado desde el interior de la célula folicular al coloide a través de 
B) A) 
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transportadores como la pendrina (también llamado SLC26A4), donde a través de la enzima 
tiroperoxidasa (TPO), es incorporado a la tiroglobulina (Tg), proceso que recibe el nombre de 
organificación del yodo. La Tg, una vez yodada, es almacenada en el coloide en forma de 
vesículas hasta su utilización. Cuando el tirocito es estimulado por la acción de la TSH sobre su 
receptor TSHR (Thyroid Stimulating Hormone Receptor), la Tg yodada del coloide se introduce 
en el tirocito. Una vez dentro, las vesículas se fusionan con fagolisosomas y se produce la lisis 
parcial de la Tg, dando lugar a las hormonas tiroideas, T3 y T4. Finalmente, las hormonas 
tiroideas salen del tirocito, se liberan a la sangre, y son transportadas a diferentes tejidos 
donde ejercen diversas funciones vitales para el organismo.     
 
 
 
Figura 3. Síntesis y secreción de hormonas tiroideas. El yodo penetra en la células a través del transportador NIS. 
Posteriormente, éste sale al coloide a través del transportador pendrina, la TPO cataliza la incorporación del yodo a 
la tiroglobulina y se almacenan en forma de vesículas. Cuando la célula tiroidea es estimulada, las vesículas se 
introducen en la célula liberándose las hormonas tiroideas a través de la fusión con lisosomas.    
 
 
2. CÁNCER DE TIROIDES 
 
2.1. Aspectos clínicos 
 
El cáncer de Tiroides es la patología endocrina más frecuente con una tasa de incidencia en 
Europa de unos 25.000 casos al año, una prevalencia de unos 250.000 casos y una mortalidad 
de unos 6.000 casos por año (3). Aunque este tipo de cáncer tiene un pronóstico de mortalidad 
muy bajo, ya que el tratamiento combinado de la ablación de la glándula tiroidea junto con la 
radioterapia es altamente curativo, presenta un alto riesgo de recurrencia y, en algunos casos, 
el paciente no responde al tratamiento y muere. En los últimos 20 años se han triplicado el 
número de casos de cáncer de tiroides anuales y se espera que esta incidencia siga 
aumentando, ya que gracias a las actuales campañas de salud cada vez se diagnostica más 
precozmente, lo que unido al envejecimiento progresivo de las sociedades industrializadas y a 
la expansión del modo de vida occidental convierte al cáncer de tiroides en un serio problema 
sanitario a nivel nacional e internacional. 
INTRODUCCIÓN 
 
5 
 
Existen diversos tipos de cánceres tiroideos que se pueden clasificar en dos grandes grupos:  
 
- Derivados de células foliculares. Entre los que se encuentran el Carcinoma Papilar Tiroideo 
(PTC, Papillary Thyroid Carcinoma), el cual representa el 80% de los tumores tiroideos, el 
Carcinoma Folicular Tiroideo (FTC, Follicular Thyroid Carcinoma) y el Carcinoma Anaplásico 
Tiroideo (ATC, Anaplastic Thyroid Carcinoma). 
 
- Derivados de células parafoliculares o células C. Este tipo de cáncer también llamado Cáncer 
Medular Tiroideo representa el 3% de los tumores tiroideos.   
 
Entre los tumores derivados de células foliculares, al FTC y al PTC se les denomina 
comúnmente cáncer diferenciado de tiroides (TDC), debido a que las células tumorales están 
todavía suficientemente diferenciadas y conservan muchas características de las células 
tiroideas normales, incluyendo la capacidad de captación de yodo y la secreción de 
tiroglobulina (Tg). Este tipo de tumores son los que normalmente responden al tratamiento y 
tienen un buen pronóstico, aunque hay casos en los que se comportan de manera más 
agresiva y no hay una forma efectiva de tratamiento. Por otra parte, el ATC es un cáncer 
indiferenciado en el que las células han perdido su funcionalidad. Esta es la forma más agresiva 
y letal del cáncer de tiroides, llegando a producir la muerte en un año tras el diagnóstico (4).  
Los ATCs derivan de los carcinomas diferenciados (FTC y PTC), ya que algunas células todavía 
conservan genes específicos de tiroides pero poseen una tasa de mutaciones más elevada, lo 
que da lugar a un tipo de carcinoma más invasivo y por tanto con peor pronóstico (5).  
 
Los factores de riesgo asociados al cáncer de tiroides son: la falta de yodo en la dieta, la 
tiroiditis linfocítica, la exposición a radiaciones y los factores genéticos asociados a la historia 
familiar. Asimismo, cada factor de riesgo se relaciona con un tipo de cáncer tiroideo. Por 
ejemplo, la exposición a radiaciones procedentes de una catástrofe nuclear (Hiroshima y 
Nagasaki, 1945 y Chernobyl, 1986) se han asociado con el PTC. Por otra parte, se ha visto que 
la incidencia del FTC es mayor en zonas con una dieta deficiente en yodo y, por el contario, el 
PTC es más frecuente en zonas con una dieta rica en este elemento (6).  
La mayoría de carcinomas diferenciados se dan en pacientes entre 25 y 50 años y, además, 
esta enfermedad se manifiesta de tres a cuatro veces más en mujeres que en hombres. La 
incidencia ligada al sexo se relaciona con los receptores de estrógenos, indicando una posible 
regulación de la carcinogénesis tiroidea a través de las hormonas femeninas (7, 8).  
Por último, varios síndromes asociados a mutaciones en las líneas germinales se han 
relacionado con la aparición de cánceres tiroideos hereditarios, como la Poliposis 
Adenomatosa Familiar (asociado con mutaciones del gen APC) o el Síndrome de Cowden 
(asociado con mutaciones en el gen PTEN) (9).  
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2.2. Mecanismos moleculares implicados en el cáncer de tiroides 
 
Durante los últimos quince años se han definido algunas de las bases genéticas que regulan la 
tumorogénesis y el desarrollo de los cánceres diferenciados de tiroides. Las principales 
alteraciones son mutaciones que activan oncogenes, así como alteraciones epigenéticas 
responsables del silenciamiento de genes supresores de tumores. En PTC las alteraciones 
genéticas en los genes RET/PTC, NTRK y B-RAF son las más comunes, mientras que en FTC las 
mutaciones en Ras, PTEN y PPARγ-PAX8 son las más frecuentes (10). Asimismo, se ha 
observado que en ciertos tumores tiroideos hay una expresión distinta de determinados 
microRNAs (miRNAs) respecto a células tiroideas normales (11).  
 
En el 80% de los tumores tiroideos se ha observado una activación de la vía de señalización 
Ras-RAF-MEK-ERK (12). De los componentes de esta vía hay tres eventos importantes que 
conducen a la activación de esta vía y a la formación y progresión del cáncer de tiroides, las 
proteínas fusión RET/PTC, las mutaciones en Ras, y las mutaciones en B-RAF.  
 
Mutación RET/PTC. RET (Rearranged in Transformation) es un gen que codifica para un 
receptor tirosina quinasa (RTK) que, en condiciones normales, está regulado por la interacción 
de factores neurotróficos derivados de la glia (GDNF, Glial Cell-Line Derived Neurotrophic 
Factor) (13). En tumores derivados de células foliculares se ha observado la fusión del dominio 
tirosina quinasa del gen RET con el dominio N-terminal de ciertos genes, dando lugar a         
una proteína cuya activación es independiente de la unión de ligandos. Esta proteína 
constitutivamente activa, llamada RET/PTC, es capaz de activar vías de señalización implicadas 
en proliferación, supervivencia y progresión tumoral como la vía de Ras-RAF-MEK-ERK. Hasta el 
momento se conocen 12 proteínas RET/PTC y su variabilidad depende de la proteína con la 
que se fusiona el gen RET (14). 
 
Mutaciones en Ras. En tumores tiroideos derivados de células foliculares, las mutaciones en 
Ras se dan con una frecuencia variable. Estas mutaciones son más frecuentes en FTCs, donde 
se han observado en el 20-50% de los mismos con la siguiente frecuencia relativa entre las 3 
isoformas: N-Ras 7%, H-Ras 4% y K-Ras 2% (15). Además, estas mutaciones también se han 
observado en adenomas y carcinomas tiroideos tempranos, sugiriendo que la activación de 
Ras podría ser un evento temprano en el FTC (12). Por otra parte, en PTCs, las mutaciones en 
Ras se dan en un 10% de los mismos y mientras que algunos estudios las han asociado con una 
mayor encapsulación tumoral y una menor tasa de metástasis linfáticas (16), otros las han 
relacionado con una mayor agresividad tumoral y mayor frecuencia de metástasis (17).  
 
Mutaciones en B-RAF. V600EB-RAF. B‐RAF se ha encontrado mutado entre el 29 y el 89% de 
PTCs, con una frecuencia media de un 45% de los casos (18-21). Sin embargo, dentro del 
cáncer de tiroides, las mutaciones de B-RAF no son exclusivas de PTCs, ya que también se han 
encontrado entre el 20 y 26% en ATCs (22-24). Como se comentará más adelante, de todas las 
mutaciones encontradas en B-RAF, la mutación V600E es la más frecuente en este tipo de 
cáncer. 
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II. MIGRACIÓN CELULAR 
 
La migración celular es un término general que se refiere a los procesos involucrados en el 
desplazamiento de la célula de un lugar a otro. Las células pueden migrar en respuesta a 
múltiples situaciones a lo largo de su vida. Algunos ejemplos incluyen los procesos en los que 
se necesita una movilidad celular para generar nuevas estructuras y órganos, como el 
desarrollo embrionario y la organogénesis, así como situaciones en las que las células 
responden a su entorno celular acudiendo al lugar donde se necesitan, como la cicatrización 
de heridas y la respuesta inmune. Sin embargo, la migración también está involucrada en 
procesos patológicos como los síndromes autoinmunes y el cáncer. En este último caso, la 
migración celular participa en el proceso generalmente conocido como metástasis, causante 
de la muerte del 90% de los pacientes diagnosticados con cáncer. 
 
 
 
Figura 4. Desarrollo tumoral y metástasis. La formación tumoral comienza cuando una célula alterada da lugar a 
una población celular con un crecimiento descontrolado (2 y 3). La adquisición de nuevas mutaciones selecciona las 
células más aptas para seguir proliferando. Finalmente las células pueden desprenderse del tumor primario, invadir 
los tejidos adyacentes y migrar hasta llegar a la circulación sanguínea o linfática (4), a través de la cual se diseminan 
por el organismo pudiendo generar un segundo foco tumoral y completando así el proceso metastásico (5 y 6). 
 
INTRODUCCIÓN 
 
8 
 
Para que las células del tumor primario se transformen en células malignas y puedan iniciar la 
metástasis, han de adquirir una serie de características. Primero deben proliferar de una forma 
descontrolada (figura 4). En segundo lugar, requieren la formación de una nueva red         
vascular para tener su propio suministro de nutrientes y oxígeno que las permita crecer 
independientemente del resto del organismo (angiogénesis). Además, deben adquirir la 
capacidad de movimiento, y así poder migrar e invadir otros tejidos. Así, la metástasis es un 
conjunto de procesos secuenciales e interrelacionados en los que las células malignas se 
desprenden del  tumor primario y se propagan a órganos distales. Durante la metástasis,          
la célula cancerígena invade los tejidos adyacentes y, a continuación, penetra en la 
microvasculatura sanguínea o linfática (intravasación) mediante la cual llega a la circulación 
general y es transportada a los tejidos distales. Posteriormente, las células tumorales pueden 
salir de los vasos (extravasación), penetrar en los tejidos y, finalmente, localizarse y proliferar 
en un nuevo órgano (colonización) (figura 4) (25, 26).  
 
1. EL MOVIMIENTO CELULAR 
 
Las células tumorales para poder migrar deben modificar su tamaño y su rigidez con el fin de 
poder interaccionar con las estructuras del tejido circundante o matriz extracelular (MEC), la 
cual  proporciona tanto el sustrato como la barrera para las células en movimiento. Además, la 
habilidad de las células para moverse también requiere la generación de una fuerza que 
supere a los factores que se oponen al movimiento, como las adhesiones célula-célula o la 
interacción célula-MEC.  
Para que se produzca este proceso es necesario que las células reorganicen su citoesqueleto. 
Este es el componente celular esencial para coordinar las distintas fuerzas de resistencia e 
interacción con la MEC que dan lugar al movimiento celular y está formado por tres tipos de 
biopolímeros: los filamentos de actina, los microtúbulos, y los filamentos intermedios. De los 
tres, la polimerización de monómeros de actina en filamentos de actina (FA) es el proceso más 
importante en la motilidad celular (27). Así, este proceso se puede dividir en tres etapas  
(figura 5): 
 
1) La célula se polariza formando una zona de avance a través de la polimerización de la actina.  
2) La zona de avance se adhiere a la MEC y, a su vez, la parte trasera del cuerpo celular se va 
despegando del sustrato. 
3) Finalmente, las fuerzas contráctiles generadas por las interacciones de actina-miosina 
empujan la parte trasera de la célula, completando así el movimiento.  
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Figura 5. Movimiento celular. La célula genera una zona de avance y se adhiere al sustrato a través de la 
polimerización de actina. Simultáneamente la célula despega su parte trasera y a través de las fuerzas de 
contracción generadas y la despolimerización de fibras de actina se produce el desplazamiento. 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 6. Regulación del movimiento celular y formación de protusiones. A) Las GTPasas pequeñas de la familia 
Rho regulan la migración celular a través de la interacción actina-miosina y la formación de protusiones formadas 
por filamentos de actina. B) La diversidad en la organización de la actina da lugar a protusiones celulares con 
diferentes formas. En el cuadro de la izquierda se muestra una célula de carcinoma de mama con una protusión 
ancha en el frente llamada lamelipodio y con fibras de estrés en el cuerpo celular. En el panel del medio aparece 
una células de carcinoma de colon con una forma alargada y una protusión gruesa llamada pseudópodo. 
Finalmente, en la figura de la derecha se muestra una células de carcinoma de células escamosas con numerosos 
filamentos en la zona frontal llamados filopodios. Modificado de Olson y Sahai, 2009 (28).   
 
A) 
B) 
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En todos estos procesos, las GTPasas pequeñas de la familia Rho, RhoA, Rac y Cdc42 
desempeñan una función clave en la reorganización del citoesqueleto de actina. Tanto las 
señales extracelulares por factores de crecimiento, como las interacciones con componentes 
de la MEC regulan la actividad de estas GTPasas. Así, estas tres GTPasas, en su forma activa, 
interaccionan con sus efectores y median las respuestas celulares. RhoA, a través de su 
quinasa asociada ROCK (Rho-associated coiled-coil containing kinase) y de la fosfatasa de la 
cadena ligera de la miosina (MLC) regula la fuerza contráctil mediante la formación de 
complejos actina-miosina, mientras que Rac y Cdc42, a través de la activación de las proteínas 
WAVE y WASP respectivamente y de LIMK, regulan la polimerización de actina y la formación 
de protusiones celulares (figura 6A). Estas protusiones o prolongaciones de la membrana 
celular están formadas por haces de FA, denominados fibras de estrés, y adquieren distinta 
forma según el mecanismo que regule la polimerización de actina. De esta manera, se ha 
observado que Cdc42 es responsable de la formación de estructuras finas con forma digital 
denominadas filopodios, mientras que Rac media la formación de lamelipodios, protrusiones 
amplias y lisas de la membrana que aparecen en la zona de avance de la célula (28, 29). 
Asimismo, cuando los filopodios son más anchos y aparecen en zonas donde hay degradación 
de la MEC se denominan pseudópodos o invadopodios (30) (figura 6B). 
 
2. FORMACIÓN DE CONTACTOS FOCALES 
 
Una vez generada la protusión membranosa o filopodio en la zona de avance, ésta se adhiere a 
la MEC, mayoritariamente a través de receptores de membrana de la familia de las integrinas. 
Las integrinas conectan la MEC con el citoesqueleto de actina a través de proteínas 
adaptadoras, formando un conjunto de proteínas denominados complejos focales. Estos 
complejos pueden crecer y madurar reclutando más proteínas y generando los denominados 
contactos focales, estructuras que mantienen una interacción más estable y prolongada con el 
citoesqueleto de actina (30). Las integrinas forman una familia de 24 miembros, cada uno de 
los cuales está formado por una subunidad α y una subunidad β. Hasta el momento se han 
descubierto 18 subunidades α y 8 subunidades β y, dependiendo de la combinación que se 
produzca, éstas se unen a diferentes componentes de la MEC (31). Además, a  través de 
diferentes rutas de señalización, las integrinas son capaces de regular una variedad de 
procesos celulares, como la proliferación, diferenciación, apoptosis y la migración. Asimismo, 
se ha observado que la interacción de las integrinas con otros receptores de membrana, 
produce el reclutamiento de proteasas que se encargan de degradar la MEC un proceso clave 
durante la invasión celular (30). Por otra parte, las integrinas, en determinados tipos celulares, 
son capaces de activar directamente receptores para factores de crecimiento sin la necesidad 
de que éstos se unan a su ligando (32), o bien, reclutar los receptores a los complejos de 
adhesión, en cuyo caso mejora la eficacia de la activación.  
 
2.1. FAK 
 
Una de las proteínas más importantes activada por las integrinas presentes en los contactos 
focales es la quinasa de adhesión focal, FAK (Focal Adhesion Kinase). FAK es una proteína 
tirosina quinasa de tipo no receptor, que se expresa de forma ubicua y está implicada en 
numerosos procesos celulares como la adhesión, la migración, la proliferación y la 
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supervivencia. Numerosos estudios han relacionado la sobreexpresión de FAK con varios tipos 
de tumores (33-35). Además, mediante mutagénesis dirigida en células epiteliales de ratón, se 
ha demostrado que FAK es indispensable para la progresión del carcinoma de células 
escamosas (36).  
 
 
Figura 7. Estructura de la proteína FAK. FAK presenta un dominio FERM en el extremo N-terminal, que le permite 
interaccionar con los receptores EGFR y PDGFR, tres dominios ricos en prolina (Pro), que le permiten interaccionar 
con proteínas que poseen dominios SH3, un dominio tirosina quinasa, y un domitio FAT en el extermo C-terminal, el 
cual recluta a FAK a nivel de los contactos focales. Además, FAK presenta múltiples sitios de fosforilación en tirosina 
que le permiten interaccionar y activar distintas cascadas de señalización celular. Modificado de Mitra y col., 2005 
(37). 
 
 
Estructura y regulación 
 
Estructuralmente, FAK presenta varios dominios funcionales (figura 7); tiene un dominio 
quinasa localizado en el centro de la proteína, flanqueado por un largo dominio N-terminal que 
contiene la región FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin) y por el dominio FAT en el       
C-terminal, que incluye la secuencia diana para las adhesiones focales (Focal Adhesion Target).  
En el extremo N-terminal, el residuo de autofosforilación Y397 y el dominio FERM median las 
interacciones proteína-proteína. De estas interacciones, la más conocida es la del dominio 
FERM con la parte citoplasmática de las subunidades β de las integrinas. En células en 
suspensión, FAK está inhibido debido al plegamiento originado por la interacción del dominio 
FERM con el dominio quinasa, lo que impide la autofosforilación de la Y397, necesaria para la 
activación de FAK. En cambio, durante la adhesión de la célula a su substrato, la interacción   
del dominio FERM con las integrinas causa un cambio conformacional, permitiendo la 
autofosforilación de la Y397 y activación de FAK (38). A continuación, el dominio FERM puede 
interaccionar con receptores de membrana como EGFR o PDGFR y el domino FAT, asociarse  a 
proteínas adaptadoras como talina y paxilina, para mediar nuevas interacciones con integrinas. 
Entre FAT y el dominio quinasa, se encuentran dos dominios ricos en prolinas, importantes 
para la interacción con los dominios SH3 de p130CAS, GRAF (GTPase regulator associated with 
FAK) y ASAP1 (Arf-GAP containing SH3 domain, ankyrin repeats, and PH domain).  
 
Vías de señalización mediadas por FAK  
 
Para que FAK sea completamente activo ha de fosforilarse en varios residuos de tirosina, 
además del residuo de autofosforilación Y397. Estos son: Y397, Y407, Y576, Y577, Y861 y Y925. 
La fosforilación de la Y397 genera un sitio de unión para proteínas con dominios de homología 
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a Src 2 (SH2). Entre estas proteínas, están incluidas distintas tirosinas quinasas de la familia de 
Src (Src, Fyn, Yes, etc), la proteína adaptadora Shc, Grb7 y la subunidad p85 de la PI3K. De 
todas estas interacciones, la unión de Src es la que juega un papel más importante, ya que 
promueve la máxima actividad catalítica de FAK a través de las fosforilaciones de los residuos 
Y576 y Y577. Src también fosforila las tirosinas Y407, Y861 y Y925, a través de las cuales FAK 
media la señalización de numerosas vías implicadas en la migración y la invasión celular   
(figura 8). Por ejemplo, la fosforilación de la Y861 facilita la unión de p130Cas, la cual está 
implicada en el incremento de la actividad de Rac y por tanto en la formación de lamelipodios 
y en la motilidad celular (39). Asimismo, la fosforilación de la Y925, constituye un sitio de unión 
para la proteína adaptadora Grb2, la cual conecta FAK con la vía Ras-RAF-MEK-ERK a través de 
SOS. La activación de ERK da lugar a la fosforilación de la cadena ligera de miosina (MLC), 
produciéndose la contracción actina-miosina necesaria para el movimiento celular (40). A su 
vez, la proteína p190Rho-GEF se une a FAK a través de la fosforilación de la Y925 y activa Rho, 
la cual también fosforila a MLC. Finalmente, se ha descubierto que varias de las fosforilaciones 
de FAK, incluyendo la Y407 son activadas por TGFβ, implicando a FAK en la transición epitelio-
mesénquima (41), proceso fundamental en la adquisición de un fenotipo celular más agresivo 
que se describirá en detalle más adelante. 
 
 
 
Figura 8. Vías de señalización reguladas por FAK y Src. FAK y Src regulan la migración y la invasión celular a través 
de la interacción con numerosas proteínas. La actividad de ambas proteínas se estimula a través de receptores 
tirosina quinasa (RTK) o vía integrinas. La autofosforilación de FAK crea sitios de unión para Src, la cual completa la 
activación de FAK mediante fosforilaciones en diferentes residuos de tirosina. FAK, por una parte, interacciona con 
proteínas asociadas al citoesqueleto de actina (FA) formando los contactos focales y, por otra, activa proteínas 
como Rho y ERK, que regulan la motilidad celular. En su caso, Src también forma parte de los contactos focales y, 
además de ejercer sus funciones a través de la activación de FAK, es capaz de participar en la reorganización del 
citoesqueleto a través de la activación de Rho-GAP y regular la invasión celular mediante el control de los niveles de 
E-cadherina y MMPs.  
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2.2. Src 
 
Como se ha mencionado, Src es otra proteína importante en la regulación de los contactos 
focales. Src pertenece a una familia de proteínas tirosina quinasas no receptor compuesta por 
9 miembros: LYN, FYN, LCK, HCK, FGR, BLK, YRK, YES y Src. De todas ellas, la proteína mejor 
caracterizada y más estudiada es Src, la cual está implicada en proliferación, supervivencia, 
migración y angiogénesis. Además, Src también juega un papel importante en cáncer, donde se 
ha observado que un aumento de su actividad y/o expresión está relacionado con una mayor 
agresividad tumoral (42). 
 
Estructura y regulación  
 
Src presenta distintas regiones funcionales con zonas altamente conservadas entre los 
distintos miembros de la familia y otras proteínas, denominadas dominios de homología a Src 
(SH) (figura 9A). El dominio 1 de homología a Src (SH1) es el responsable de la actividad 
tirosina quinasa y donde se encuentra el residuo Y419, cuya fosforilación es indispensable para 
la activación de Src. Por su parte, el dominio 2 de homología a Src (SH2) es el responsable de la 
interacción con residuos de tirosina fosforilados. El dominio SH3 posee secuencias específicas 
de unión a prolinas importantes para su regulación y el dominio SH4 permite a Src anclarse a la 
membrana plasmática por la unión de ácido mirístico al extremo N-terminal. Además de estos 
dominios, en el extremo C-terminal hay un pequeño fragmento que contiene una tirosina 
reguladora negativa (Y530). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estructura y activación de Src. A) La proteína Src contiene 4 dominios denominados SH1-4, de los cuales el 
dominio SH1 es el dominio catalítico. Src puede unire a la membrana a través de su miristoilación por el extemo     
N-terminal. B) Modelo de activación de Src. La fosforilación de la Y530 en el dominio C-terminal mantiene a Src en 
una conformación cerrada e inactiva, a través de su interacción con el dominio SH2, y la interacción del dominio SH3 
con residuos de prolina del dominio quinasa. La desfosforilación de la Y530 y la autofosforilación en la Y419 
permiten una conformación abierta y activa. La actividad de Src es estimulada tanto por receptores tirosina quinasa 
(RTKs) como por la unión directa con FAK a través del dominio SH2. Adaptado de Aleshin y Finn, 2010 (43).  
A) 
B) 
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Para la completa activación de Src se requiere la desfosforilación de la Y530 y la fosforilación 
en la Y419 del dominio catalítico (figura 9B). Cuando Src está inactiva, la Y530 se encuentra 
fosforilada, manteniendo así a la proteína en una conformación cerrada a través de la 
interacción con el dominio SH2. Además, esta conformación está estabilizada por la 
interacción entre el dominio SH3 y regiones ricas en prolinas cercanas al dominio quinasa 
(figura 9B). Así, se ha observado que la pérdida del segmento C-terminal causa un aumento de 
la actividad y de la capacidad transformante de Src (44, 45). Por lo tanto, la actividad de Src 
está regulada a través de un balance entre fosfatasas y quinasas que actúan sobre el residuo 
Y530. Las quinasas CSK (C-terminal Src Kinase) y CHK (CSK-homologous kinase) fosforilan la 
Y530, inactivando a Src. En este sentido, se ha observado que la sobreexpresión de CSK 
suprime la metástasis en modelos animales (46) y sus niveles se han encontrado              
disminuidos en hepatocarcinomas (47). Por el contrario, Src puede activarse por           
proteínas tirosinas fosfatasas como PTPα (Protein tirosine phosphatase α) y SHP1/SHP2                            
(SH-containing phosphatases) (44). Finalmente, una vez que la fosforilación de la Y530 
desaparece, Src completa su activación a través de la autofosforilación en la Y419 (figura 9B). 
 
Vías de señalización mediadas por Src  
 
Src forma parte de los contactos focales y junto con FAK y otras muchas proteínas como talina, 
paxilina y p130Cas regulan la motilidad celular a través de la conexión de la MEC con el 
citoesqueleto (figura 8). La asociación de Src a FAK promueve la migración a través de distintos 
mecanismos. Por una parte, Src activa la p190 RhoGAP, la cual bloquea la actividad de RhoA y 
da lugar al desensamblaje de los contactos focales (48). Además, el complejo Src/FAK fosforila 
a paxilina y a p130Cas, que a su vez reclutan más proteínas para regular la reorganización del 
citoesqueleto (figura 8). Por otra parte, Src también se ha relacionado con la regulación de 
metaloproteasas (MMPs) encargadas de degradar la MEC y con los inhibidores de las mismas, 
TIMPs (49). Por último, es importante destacar que Src activa la vía Ras-RAF-MEK-ERK 
regulando así la fosforilación de MLC. Además, al igual que FAK, Src también participa en la 
transición epitelio-mesénquima, en este caso reduciendo los contactos intercelulares a través 
de la degradación de E-cadherina (50).   
 
2.3. ILK 
 
La quinasa ligada a integrinas ILK (Integrin Linked Kinase) es otra de las proteínas responsable 
de la formación de los contactos focales y juega un papel fundamental en la señalización 
mediada por las integrinas. ILK es una serina treonina quinasa que regula diversos procesos 
como la proliferación, supervivencia, diferenciación, migración, invasión y angiogénesis. 
Además, su sobreexpresión se ha relacionado frecuentemente con una mayor agresividad 
tumoral y con un peor pronóstico (51).  
 
Estructura y regulación  
 
ILK posee una estructura diferenciada en tres regiones características que determinan su 
multifuncionalidad. La primera región en el extremo N-terminal contiene 4 dominios 
conservados de ankirina, la segunda es un dominio de homología a plextrina (PH) que se 
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encuentra en la parte central de la estructura y, por último, el extremo C-terminal, que 
contiene el dominio quinasa (figura 10).  
El dominio N-terminal, a través de sus dominios de ankirina, interacciona con la proteína 
PINCH (particulary interesting new cysteine-hystidine protein), la cual se encarga de unir ILK 
con receptores de factores de crecimiento a través de la proteína adaptadora Nck2. Además, el 
dominio N-terminal interacciona con la fosfatasa ILKAP (ILK-associated protein), la cual regula 
negativamente la actividad de ILK. El dominio PH se une a fosfoinosítidos de la membrana 
plasmática como PIP3, lo que da lugar a la activación de ILK a través de PI3K y a su inhibición 
por parte de PTEN. El dominio catalítico de ILK, se une con las subunidades β1 y β3 de las 
integrinas y, además, media la interacción con las proteínas adaptadoras α y β-parvina y con 
paxilina, a través de las cuales se une a los filamentos de actina. Es importante destacar que 
del residuo de lisina invariable y de los tres tripletes de aminoácidos comunes en los dominios 
catalíticos de las quinasas (HRD, DFG y APE), en ILK solo están conservados el residuo de lisina 
y el triplete APE, lo que ha puesto en duda que ILK se comport1e como una proteína quinasa y 
se la haya calificado como una quinasa atípica, considerándose que actúa fundamentalmente 
como una proteína adaptadora (52).  
 
 
 
Figura 10. Estructura, regulación, y vías de señalización mediadas por ILK. La actividad de ILK puede ser estimulada 
a través de la integrinas y factores de crecimiento. ILK se une a los PIP3 de la membrana  plasmática producidos por 
PI3K y es regulada por las fosfatasas PTEN e ILKAP. Una vez activada, ILK regula diversas proteínas efectoras 
controlando diferentes procesos celulares como la proliferación, supervivencia, la motilidad y la invasión celular. 
Adaptado de McDonald et al., 2008 (51). GF: Factor de crecimiento. MEC: Matriz extracelular. EMT: Transición 
Epitelio-Mesénquima. MMP: Metaloproteasas de la matriz extracelular. 
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Vías de señalización mediadas por ILK  
 
La actividad de ILK está regulada por integrinas, factores de crecimiento, quimioquinas y como 
se ha comentado anteriormente, por PI3K. Asimismo, también se ha asociado a ILK como 
mediador de la vía de TGFβ, implicada en la progresión tumoral y en la metástasis (53, 54). En 
relación a PI3K, ILK fosforila a AKT y a la glucógeno sintasa quinasa GSK3β (figura 10), dos de 
sus efectores, indicando que ILK regula la señalización mediada por PI3K (55, 56). Así, se ha 
demostrado que el aumento de actividad de ILK producido por la adhesión es bloqueado por 
inhibidores de PI3K (56). Además, la fosfatasa PTEN disminuye los niveles de ILK activa y en 
células tumorales sin PTEN se ha observado un incremento en la actividad de ILK y de AKT (57). 
El aumento de actividad de AKT producido por ILK se debe a la fosforilación de la S473 y 
supone la regulación de numerosos procesos biológicos como la supervivencia, incluyendo los 
que implican la inactivación de caspasas y la activación del factor de transcripción NF‐κB (figura 
10) (52, 58).  
En cuanto a GSK3-β, esta quinasa fosforila β-catenina marcándola para la ubiquitinación y 
posterior degradación proteosomal. β-catenina media la señalización de la vía Wnt y tiene una 
función estructural estabilizando las uniones adherentes junto con E-cadherina en la cara 
interna de la membrana plasmática. ILK fosforila a GSK3-β en la S9 produciendo su 
inactivación, lo que da lugar a una estabilización de los niveles de β-Catenina (figura 10). Así,  
β-Catenina puede translocarse al núcleo, y junto con los factores de transcripción LEF-1/TCF 
(Lymphoid enhancer factor/T cell factor transcription factors) regular la expresión de genes 
implicados en tumorogénesis como c-myc, CiclinaD1, fibronectina, MMPs, e Id2 (59, 60). 
Además, la inhibición de GSK3-β a través de ILK, produce la activación de los factores de 
transcripción AP1, lo que da lugar a un aumento en la expresión de la metaloproteasa MMP-9, 
promoviendo el fenotipo invasivo (figura 10) (61). En el caso de la función estructural, la 
sobreexpresión de ILK, se ha relacionado con una pérdida de β-Catenina en las uniones 
adherentes, resultando de nuevo en una translocación al núcleo y en un aumento de genes 
implicados en el fenotipo invasivo (62, 63). Por otra parte, también se ha observado que 
niveles elevados de ILK disminuyen la expresión de E-cadherina, estimulando la expresión de 
su represor transcripcional Snail1, y por tanto, promoviendo la transición epitelio-mesénquima 
(64) (figura 10). Además, varios estudios indican que ILK favorece la migración celular 
mediante la activación de Rac y Cdc42 a través del factor intercambiador de nucleótidos de 
guanina α-PIX (PAK-interactive exchange factor) en células tumorales prostáticas y de riñón 
(figura 10) (65). Por último, aunque solo se ha demostrado en células de músculo liso, ILK 
también estimula la motilidad celular a través de la fosforilación de MLC y de la inactivación de 
su fosfatasa, causando un aumento de la contracción actina-miosina (66, 67).  
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III. TRANSICIÓN EPITELIO-MESÉNQUIMA 
 
La transición epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso biológico por el que las células 
epiteliales polarizadas que están interaccionando con la membrana basal cambian a un 
fenotipo mesenquimal. Este proceso se debe a cambios bioquímicos que confieren a las células 
una mayor capacidad migratoria, una mayor invasividad, una elevada resistencia a la 
apoptosis, y un gran aumento de la producción de componentes de la MEC (68).  
 
La EMT se produce en procesos fisiológicos como, la formación de las tres capas germinales 
durante el desarrollo embrionario, la regeneración tisular y la cicatrización de heridas, así 
como en la inflamación y en la fibrosis. Sin embargo, debido a las características de este 
proceso, también se ha relacionado con la progresión tumoral y la formación de metástasis. En 
este sentido, se ha observado que las células derivadas de focos metastásicos y las células del 
tumor primario tienen un fenotipo similar, lo que indica que la EMT es un proceso reversible y 
que también puede darse la transición mesénquima-epitelio (MET), que tendría lugar durante 
la colonización de órganos distales (69).   
 
La caracterización de la EMT se basa en el cambio de expresión de determinadas proteínas 
durante este proceso. Así, se han denominado marcadores epiteliales a los que mantienen la 
polaridad apico-basal y la estructura del epitelio y cuya expresión se pierde durante la EMT; 
mientras que se consideran marcadores mesenquimales a los que aumentan su expresión a lo 
largo de la EMT, causando una pérdida de la polaridad celular y un aumento de la migración 
(figura 11).  
 
 
 
 
 
Figura 11. Marcadores epiteliales y mesenquimales de la EMT. La transición epitelio-mesénquima (EMT) es un 
proceso regulado por múltiples factores. En el fenotipo epitelial, caracterizado por las uniones intercelulares, 
predominan los denominados marcadores epiteliales (color naranja). Durante la EMT los marcadores epiteliales se 
van perdiendo a la vez que se sintetizan nuevas proteínas correspondientes a los marcadores mesenquimales (color 
rojo), predominantes cuando la EMT se ha completado y responsables de un fenotipo migratorio más agresivo. 
Adaptado de Kalluri y Weinberg, 2009 (70).  
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Los marcadores epiteliales son en su mayor parte proteínas implicadas en las uniones 
intercelulares que contribuyen a la estabilidad del epitelio, entre las que se encuentran la         
E-cadherina, desmoplaquina, ZO-1 y MUC-1. Además, también se han considerado marcadores 
epiteliales a componentes de la lámina basal como la laminina, colágeno IV y entactina,  ya que 
su  ausencia se ha asociado a una mayor capacidad invasiva.   
Por su parte, los marcadores mesenquimales incluyen componentes del citoesqueleto como la 
vimentina y proteínas de la MEC como la fibronectina, las cuales estimulan la señalización 
mediada por integrinas y la formación de contactos focales. Además, el fenotipo mesenquimal 
se caracteriza por un aumento en la secreción de metaloproteasas que degradan la MEC y 
permiten la invasión de tejidos adyacentes. No obstante, la característica fundamental de la 
EMT es la pérdida de las adhesiones intercelulares que mantienen unido el epitelio (figura 11). 
En este sentido, existen 3 tipos de uniones intercelulares: las uniones ocluyentes, las uniones 
adherentes y los desmosomas. Las primeras son uniones muy estrechas que proporcionan un 
“sellado” intercelular. En las etapas tempranas de la EMT se ha observado una pérdida de sus 
componentes más importantes, las ocludinas y las claudinas, resultando en una pérdida de 
polaridad celular y una reorganización del citoesqueleto (71). Las uniones adherentes se 
localizan adyacentes a las uniones ocluyentes en la superficie basolateral de la célula. El 
componente fundamental de este tipo de uniones es la E-cadherina y su pérdida se considera 
una característica principal durante la EMT, causando una reorganización del citoequeleto y 
cambios morfológicos asociados a una mayor formación de fibras de estrés ancladas a los 
complejos de adhesión focal (71). Por último, los desmosomas, localizados en la membrana 
basolateral, son parejas de cadherinas formadas por la desmogleína y la desmocolina y aunque 
la pérdida de sus componentes se ha asociado a la EMT (72-75), su implicación en este proceso 
es controvertida. 
 
 
1. E-cadherina 
 
La gran familia de las cadherinas, con más de 80 miembros incluyendo vertebrados e 
invertebrados, se puede dividir en tres grupos: las cadherinas clásicas que median las 
adhesiones intercelulares de una forma dependiente de calcio, las cadherinas no clásicas que 
incluyen las cadherinas que forman los desmosomas y las recientemente descubiertas 
protocadherinas implicadas en la formación del sistema nervioso (76).  
 
1.1. Estructura  
 
Las cadherinas clásicas (en adelante únicamente cadherinas) son glicoproteínas 
transmembrana que contienen un dominio extracelular, un segmento transmembrana, y un 
dominio citoplasmático (figura 12). El dominio extracelular consta de 5 regiones repetidas de 
alrededor de 100 aminoácidos denominadas EC1-EC5 (Extracelular 1-5) entre las cuales se 
sitúan varios dominios de unión a iones Ca2+. Estos dominios son responsables de la formación 
de homodímeros de moléculas de cadherina, los cuales se estabilizan por medio de los iones 
Ca2+, formando parejas en la superficie de las células y constituyendo las uniones adherentes 
(76) (figura 12). El dominio citoplasmático interacciona con el citoesqueleto a través de las α-, 
las β-, y las γ-cateninas. La β- y la γ-catenina comparten una gran homología estructural, por lo 
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que se unen a la misma región de la cadherina de forma mutuamente exclusiva. La α-catenina 
es la que conecta las β- y la γ-catenina con el citoesqueleto y, finalmente, la p120-catenina 
interacciona con varios residuos del dominio citoplasmático y de la región transmembrana de 
E-cadherina (figura 12). 
 
 
 
Figura 12. Estructura de E-cadherina. Las moléculas de E-cadherina forman homodímeros en las uniones 
adherentes de los espacios intercelulares a través de sus dominio EC1. Las regiones citoplasmáticas de las                
E-cadherinas interaccionan con proteínas de la familia de las cateninas, las cuales se unen a los filamentos de actina 
formando el complejo de adhesión celular citoplasmático (CCC). Modificado de Cavallaro y Chistofori, 2004 (76).  
 
 
1.2. Regulación 
 
En cuanto a la regulación de E-cadherina, su función se puede inhibir a nivel postranscripcional 
impidiendo su transporte a la membrana plasmática, a través de la O-glucosilación (77), o bien 
por endocitosis desde la membrana plasmática (78-81). Además, los complejos de E-cadherina 
y β-catenina pueden ser desestabilizados por fosforilaciones mediadas por RTKs o por Src 
causando endocitosis, ubiquitinación y posterior degradación proteosomal de E-cadherina 
(figura 13) (50, 82). La degradación proteolítica libera fragmentos de E-cadherina capaces de 
activar vías de señalización e inducir invasión a través del aumento de MMPs o regulación de 
factores de transcipción implicados en este proceso (83).  
Sin embargo, en la mayoría de los casos la regulación de E-cadherina se produce a nivel 
transcripcional (figura 13). Mediante el análisis del promotor proximal de E-cadherina de ratón 
se identificaron secuencias cortas de 6 nucleótidos (-CACCTG- o –CAGGTG-), denominadas 
cajas E que determinan su expresión específica en células epiteliales. La inactivación de estas 
secuencias activa la transcripción de E-cadherina, lo que indica la existencia de factores de 
transcripción que reprimen su expresión. Los primeros represores descubiertos fueron los 
factores de transcripción Snail1 (Snail) y Snail2 (Slug) y los factores de transcripción ZEB (Zinc 
finger E-box binding Homeobox), entre los que se encuentran ZEB1 (δEF-1/ZFHX1A) y ZEB2 
(SIP1-Smad interacting protein/ZFH1B), los cuales interaccionan con las cajas E del promotor         
de E-cadherina a través de sus dominios tipo dedos de zinc. Otros represores son los 
denominados bHLH (basic hélix-loop-helix), que incluyen los factores de transcripción E12/E47 
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(TCF3) y Twist, los cuales reprimen la expresión reclutando correpresores (84). Asimismo, la 
expresión de E-cadherina puede regularse indirectamente a través de los factores Id (Inhibitors 
of differentiation), los cuales favorecen su expresión inhibiendo la actividad transcripcional de 
los represores E12/E47. Por otra parte, recientemente se ha descubierto una región en el 
promotor de E-cadherina con la que interacciona el complejo formado por Snail y las proteínas 
efectoras de TGFβ Smad2 y Smad3 (85). Esta región, denominada SBE (Smad Binding Element), 
se encuentra próxima a una caja E, y su interacción con los factores de transcripción 
mencionados produce la represión de E-cadherina. Por último, la regulación transcripcional de 
E-cadherina también puede darse a través de mecanismos epigenéticos por metilación de su 
promotor (86).  
 
Respecto a las señales que median la expresión de E-cadherina, existen un gran número de 
factores de crecimiento que provocan la disminución de E-cadherina. Entre éstos se incluye el 
TGFβ (Transforming Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), EGF (Epidermal Growth 
Factor), IGF (Insulin Growth Factor) y Notch (87). Normalmente, las vías de señalización 
activadas por estos factores producen una activación de los represores transcripcionales de    
E-cadherina. Por ejemplo, TGFβ reprime la expresión de las proteínas Id2 e Id3 causando la 
disminución en la expresión de E-cadherina (figura 13) (88).  
 
 
Figura 13. Regulación de la expresión y estabilidad de E-cadherina. En su mayor parte, la expresión de               E-
cadherina se regula a nivel transcripcional. Los represores transcripcionales con dominios de dedos de zinc (verde) y 
los factores de transcripción de la familias de bHLH (azul) reprimen la transcripción a través de la interacción con las 
cajas E localizadas en el promotor de E-cadherina. Inductores de la EMT como RTKs y TGFβ (líneas negras) pueden 
reprimir E-cadherina a través de la expresión de sus represores o a través de la inhibición de proteínas como Id2 e 
Id3, que bloquean represores como E12/E47. Adicionalmente, TGFβ activa a Smad2/3 que, junto con Snail pueden 
interaccionar, con el dominio SBE (Smad Binding Element) (rosa) e igualmente reprimir la expresión de E-cadherina. 
La degradación proteolítica mediada por MMPs (rojo) y el marcaje para su ubiquitinación y degradación 
proteosomal mediada por RTKs y Src (violeta) son otros de los mecanismos de regulación de E-cadherina, en este 
caso a nivel postraduccional. Adaptado de Huber et al., 2005 (89).  
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1.3. Implicación en cáncer 
 
Debido a que E-cadherina es la principal responsable del mantenimiento de los epitelios, esta 
proteína también juega un papel importante en cáncer. Así,  en la mayoría de los carcinomas 
se produce una pérdida de los niveles de E-cadherina asociada a la EMT, la cual ocurre 
frecuentemente durante la invasión celular y está asociada a un peor pronóstico y a una mayor 
mortalidad (90-93). En este sentido, se ha demostrado que la inhibición de la expresión de      
E-cadherina en modelos animales o la expresión de formas truncadas de E-cadherina induce 
invasión y metástasis, resultando en la progresión de adenoma a carcinoma, mientras que la 
recuperación  de los niveles de E-cadherina provoca la detención en el estado de adenoma 
(94). Todos estos datos indican que E-cadherina es un supresor de la progresión y la invasión 
tumoral. Durante la progresión tumoral, la pérdida funcional de E-cadherina puede darse a 
través de mutaciones somáticas en el gen de E-cadherina (CDH1) que dan lugar a una pérdida 
de su funcionalidad, como en el caso carcinoma gástrico, carcinoma de mama y en menor 
medida en el carcinoma tiroideo (86). Además, en células tumorales también se ha visto la 
disminución de la expresión de E-cadherina por los mecanismos mencionados anteriormente, 
entre los que se incluyen, metilación del promotor, represión transcripcional, e incluso a través 
de la degradación proteosomal (76).  
 
 
2. Snail 
 
Los miembros de la familia de Snail forman parte de una superfamilia de factores de 
transcripción compuesta por la familia de Snail y la familia de Scratch. Los tres miembros 
presentes en los vertebrados que forman parte de la familia de Snail se conocen con el nombre 
de Snail1, Snail2 (Slug) y el menos caracterizado Snail3 (Smuc) (95). Snail1 se expresa en la 
mayoría de procesos del desarrollo embrionario en los que se requiere la EMT, como la 
formación del mesodermo, la gastrulación y la formación de la cresta neural (96). De hecho, 
Snail1 fue descrito por primera vez en Drosophila Melanogaster, donde se descubrió que era 
esencial para la formación del mesodermo (97). En el caso de Snail2, también se expresa en 
mesodermo y en células migratorias de las cresta neural, así como en otros tejidos no siempre 
asociados a la EMT (98).   
 
2.1. Estructura y regulación 
 
Los genes de la familia Snail codifican factores de transcripción que comparten una estructura 
similar compuesta por una región C-terminal bien conservada que contiene de 4 a 6 dominios 
(dependiendo del miembro de la familia) en forma de dedos de zinc  y una región N-terminal 
bastante divergente (figura 14) (96) (99).  
Snail actúa como un represor transcripcional uniéndose a través de las secuencias de dedos de 
zinc a la secuencia consenso de DNA del tipo caja E (E-box, -CAGGTG-), idéntica a la que se 
encuentra en el promotor de E-cadherina y, por tanto, inhibiendo su expresión. Sin embargo, 
la represión transcripcional no depende únicamente de los dedos de zinc, sino que también 
requiere el dominio SNAG (Snail/Gfi) presente en el extremo N-terminal (96). Este dominio 
interacciona con otras proteínas represoras como las histonas desacetilasas 1 y 2 (HDAC1 y 2) 
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(100) y el grupo de proteínas Polycomb 2 (PCR2) (101). La región central de las proteínas Snail 
contiene un dominio rico en serina y prolinas muy variable entre los distintos miembros. En 
este sentido, mientras que Slug contiene un solo dominio denominado dominio Slug, Snail1 
posee 2 dominios, uno regulador con una señal de exportación nuclear (NES) y otro de 
destrucción. Las fosforilaciones en residuos de serina y prolina presentes en estas regiones y 
las modificaciones de lisinas adyacentes a estos dominios están implicadas en la localización 
subcelular de Snail1, así como en su estabilidad y actividad transcripcional (102).   
 
 
Figura 14. Estructura de Snail1 y Snail2. En el extremo C-terminal se localizan los dedos de zinc, los cuales 
reconocen las cajas E del promotor diana. En este caso, mientras que Snail1 contiene 4 dedos de zinc, Snail2 
presenta 5 dominios de este tipo. La región central de Snail2 (Slug) contiene un solo dominio mientras que la de 
Snail1 contiene un dominio de exportación nuclear (NES) y un dominio de destrucción. Las regiones ricas en prolinas 
y serinas están presentes en las dos proteínas y sus modificaciones están implicadas en la estabilidad y localización 
subcelular. El extremo N-terminal presenta el dominio SNAG, el cual está conservado en ambas proteínas y es 
importante para la interacción con otros factores represores. Adaptado de Peinado et al., 2007 (102).   
 
La regulación de Snail puede darse a dos niveles, transcripcional y postranscipcional. A nivel 
postranscripcional, Snail1 es una proteína altamente inestable con una vida media de 
alrededor de 25 min ya que está doblemente regulada a través de su estabilidad y de su 
localización subcelular. GSK3-β es la quinasa encargada de regular los niveles de Snail1 
mediante fosforilaciones de residuos de serina en el motivo I, el cual pertenece al dominio de 
destrucción, y en el motivo II, adyacente al dominio NES (103). Estas fosforilaciones participan 
de manera distinta en la estabilidad de Snail1; así, mediante análisis comparativos entre la 
forma silvestre de Snail1 y mutantes con alteraciones en los diferentes residuos de serina, se 
ha propuesto un modelo en el que moléculas de GSK3-β nucleares fosforilan a Snail1 en el 
motivo II, promoviendo su exportación al citoplasma, mientras que las moléculas de GSK3-β 
citoplasmáticas fosforilan el sitio I induciendo el reconocimiento por el complejo ubiquitin 
ligasa β-TRCP y la consecuente degradación de Snail1 (104) (figura 15).  
Por otra parte, recientemente, se ha descrito que el miembro de la familia de las lisil 
oxidadasas LOXL2 (Lysil Oxidase Like 2) es capaz de oxidar las lisinas K98 y K137 de Snail1. Estas 
oxidaciones previenen la degradación de Snail1, ya que provocan cambios conformacionales 
que le protegen de la fosforilación mediada por GSK3-β (figura 15) (105, 106). Asimismo, se ha 
descubierto un nuevo mecanismo, relevante en la EMT inducida por hipoxia, que regula la 
estabilidad proteica de Snail1 independiente de GSK3-β, a través de la actividad de la ubiquitin 
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ligasa Fblx14, la cual promueve la ubiquitinación y posterior degradación de Snail1 vía 
proteosomal. En este sentido, los residuos K98, K137 y K146 son importantes para el 
reconocimiento y la degradación mediados Fblx14 (107).  
Además, la localización subcelular de Snail1, también está regulada por fosforilaciones en el 
dominio C-terminal. Así, la quinasa activada por p21, PAK1, fosforila a Snail1 en la S246 
favoreciendo su localización nuclear y por tanto su actividad transcripcional (108). Igualmente, 
se han descrito nuevos residuos susceptibles de fosforilación en el dominio N-terminal que 
afectan a la estabilidad de Snail1 como la S11 y S92 (109).  
Por otra parte, también se ha observado la regulación de la expresión de Snail a nivel 
transcripcional. En este caso se ha demostrado que NF-κB regula positivamente el promotor de 
Snail (64) y que TGFβ aumenta la expresión de Snail1 por unión directa de los factores de 
trancripción Smad con el promotor de Snail1 (110).  
Por otro lado, un gran número de vías de señalización convergen en la regulación de Snail1 
tanto a nivel transcripcional como postranscripcional incluyendo las vías de Wnt, TGFβ, PI3K,                     
Ras-RAF-MEK-ERK, ILK, NF-κB y Notch. En este sentido, la actividad de GSK3-β es el punto de 
convergencia de muchas de estas vías, de manera que muchas de ellas estabilizan los niveles 
de Snail1 a través de la inhibición de esta quinasa (110). 
 
 
 
 
 
Figura 15. Regulación de Snail1 por GSK3-β y LOXL2. En el panel de la izquierda, las líneas azules indican las vías 
responsables de la degradación de Snail1 mediada por GSK3-β. A nivel nuclear GSK3-β fosforila a Snail1 produciendo 
su exportación al citoplasma, impidiendo su actividad transcripcional y, por tanto, manteniendo un fenotipo 
epitelial. En el citoplasma, Snail1 es de nuevo fosforilado por moléculas de GSK3-β citoplasmáticas marcándolo para 
su degradación proteosomal. A la derecha, las líneas rojas indican la regulación por LOXL2. Esta proteína oxida a 
Snail1, protegiéndolo de las fosforilaciones mediadas por GSK3-β, e impidiendo su exportación nuclear y su 
degradación proteosomal. La acumulación de Snail1 en el núcleo induce la represión de genes epiteliales y la 
expresión de genes mesenquimales dando lugar a un fenotipo mesenquimal. Adaptado de Schlessinger y Hall, 2004 
(104) y de Peinado et al. , 2005 (105). 
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2.2. Funciones moleculares de Snail1 
 
Una de las funciones principales de Snail1 es contribuir a la EMT mediante la represión de       
E-cadherina. Como se ha comentado, Snail1 puede unirse directamente a las cajas E del 
promotor de  E-cadherina y bloquear su transcripción. Sin embargo, existen evidencias que 
confirman que Snail1 también puede actuar de forma indirecta, reclutando otros represores 
como ZEB1 y ZEB2 (111, 112). Además, la unión de Snail1 al promotor de E-cadherina recluta 
histonas desacetilasas (HDACs), las cuales contribuyen a la represión de la transcripción 
mediante la modificación del ADN. Por otra parte, recientemente, se han identificado nuevas 
proteínas que interaccionan con Snail1 como Ajuba, la cual recluta la metiltransferasa PRMT5, 
contribuyendo así a la represión transcripcional de E-cadherina (113).  
Sin embargo, la EMT inducida por Snail1 no puede ser considerada únicamente como 
consecuencia de la inhibición de E-cadherina, ya que la expresión de E-cadherina no es 
suficiente para revertir el fenotipo mesenquimal y, además, los efectos de Snail1, se han 
detectado incluso en células con bajos niveles de E-cadherina (114). 
En este sentido, Snail1 también reprime la transcripción de otros genes epiteliales como 
desmoplaquina, citoqueratina-18, Muc1, Claudinas y Ocludinas así como la de factores 
nucleares como el receptor de vitamina D (VDR) y HNF-1α (96, 102). Además, Snail1 también 
estimula la transcripción de genes mesenquimales como fibronectina (115), vitronectina, 
vimentina, MMPs (98) (116), y factores de transcripción como LEF1 y ZEB1 (111).  
Por otra parte, Snail1 regula la GTPasa RhoB, lo que relaciona a Snail1 con la motilidad celular, 
ya que RhoB está involucrada en la reorganización del citoesqueleto (98).  
 
Finalmente, Snail1 también afecta a otros procesos celulares aparte de la EMT (figura 16). Se 
ha observado que la expresión de Snail1 frena la proliferación celular a través de la represión 
del gen de la ciclina D2 y al aumento del inhibidor del ciclo celular p21 (117). Asimismo, Snail1 
aumenta la resistencia a la muerte celular reprimiendo la expresión de genes proapoptóticos 
como PTEN, Bid y p53. Por último, Snail1 es capaz de inducir inmunosupresión a través del 
aumento de citoquinas supresoras de la respuesta inmune (118).  
 
2.3. Implicación en cáncer 
  
La expresión de Snail1 se ha relacionado con la migración y agresividad tumoral. Por una parte, 
se ha encontrado sobreexpresado en células endoteliales, células epiteliales de carcinoma de 
mama, de piel, de hepatocarcinomas, de cánceres de cabeza y cuello y de cáncer colorectal 
(116, 119-121). Esta sobreexpresión está asociada a la represión de E-cadherina y a un 
aumento de la invasión y capacidad metástatica (122). Esto se ha demostrado también 
mediante el silenciamiento de la expresión de Snail1, la cual disminuye la invasión tumoral 
(123). Además, Snail1 favorece la progresión tumoral no solo induciendo la migración celular a 
través de la EMT, sino regulando la supervivencia celular y proporcionando a las células la 
capacidad de evadir la muerte celular (figura 16). 
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Figura 16. Procesos y genes regulados por Snail1. Snail1 reprime la expresión de marcadores epiteliales y 
promueve la de marcadores mesenquimales. También regula la migración y la invasión y disminuye la proliferación 
pero favorece la supervivencia. Los procesos y genes mostrados en rojo son inhibidos por Snail1, mientras que los 
indicados en verde son inducidos por Snail1. No todos los genes están regulados directamente por Snail1. Adaptado 
de Barallo-Gimeno y Nieto, 2005 (98). 
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IV. LA VÍA RAF-MEK-ERK  
 
La vía RAF-MEK-ERK es una de las cascadas de proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs, Mitogen Activated Protein Kinases), las cuales participan en una gran cantidad de 
procesos celulares como proliferación, diferenciación, apoptosis, metabolismo y migración 
celular (124). En mamíferos las MAPKs constan fundamentalmente de tres familias: las 
proteínas quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK1/2, Extracellular 
Signal‐Regulated protein Kinases), las proteínas quinasas del extremo  N-terminal de c‐Jun 
(JNKs, c‐Jun N‐terminal Kinases) y las p38 MAPKs. Además, existen otras tres familias de 
MAPKs, las ERK3/4, la ERK5 y la ERK7, cuyas funciones no se conocen en detalle (124). Todas la 
MAPKs están organizadas en módulos de 3 quinasas que actúan secuencialmente: una MAPK 
quinasa quinasa (MAPKKK), una MAPK quinasa (MAPKK) y una MAPK (figura 17).  
Las MAPKs se activan por hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, e incluso a través del 
estrés ambiental producido por radiaciones, choques osmóticos y/o daño isquémico que 
pueden actuar sobre receptores tirosina quinasa (RTKs, tyrosine kinase receptors), receptores 
acoplados a proteínas G (GPCRs, G Protein- Coupled Receptor), receptores de citoquinas y 
receptores serina/treonina quinasa. Tras el estímulo se produce la activación de una GTPasa 
monómerica que induce la cascada de fosforilaciones de las MAPKs. En primer lugar se activan 
las serina/treonina quinasas MAPKKKs a través de fosforilación, las cuales a su vez fosforilan y 
activan a la MAPKK. A continuación, las MAPKKs fosforilan a las MAPKs en un residuo de 
treonina y en otro de tirosina en el motivo TXY, activándolas. Así, las MAPKs activas fosforilan 
diferentes proteínas citosólicas o se translocan al núcleo, donde pueden fosforilar numerosos 
sustratos implicados en diversas funciones (124-126).   
 
En concreto, la señalización a través de la vía Ras-RAF-MEK-ERK se inicia con la activación de 
receptores del tipo RTKs o bien GPCRs (figura 17). Esta señal se transmite a través de proteínas 
adaptadoras a la proteína G monomérica Ras que, a continuación, produce el reclutamiento a 
la membrana plasmática y posterior activación de RAF (MAPKKK), la cual a su vez se une y 
activa a la quinasa de especificidad dual MEK (MAPK-ERK Kinase, MAPKK). Esta última, fosforila 
y activa a ERK (MAPK) en un dominio TEY del segmento de activación. Por último, ERK puede 
regular numerosos sustratos implicados en proliferación, diferenciación, migración y apoptosis 
(figura 17). 
 
En cuanto a las proteínas Ras, existen tres genes (N-ras, H-ras y K-ras) que dan lugar a cuatro 
proteínas (N-RAS, H-RAS, K-RAS4A y K-Ras4B) localizadas fundamentalmente en la cara interna 
de la membrana plasmática (127). En el estado inactivo estas proteínas se encuentran unidas a 
GDP y cuando se activan se produce un intercambio de GDP por GTP mediado por factores 
intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs, Guanine nucleotide Exchange factor). Una 
vez que Ras ejerce su acción, la proteína Ras-GTP es inactivada rápidamente mediante la 
hidrólisis del GTP a GDP por la propia actividad GTPasa intrínseca de Ras y por la acción de 
proteínas activadoras de la actividad GTPasa (GAPs, GTPase-Activating Proteins). 
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Figura 17. Vía de señalización Ras-RAF-MEK-ERK. Tras la estimulación de los receptores por señales extracelulares 
se produce la activación de Ras, la cual inicia la cascada de señalización que continua con la activación de RAF, MEK 
y ERK. ERK puede activar proteínas citosólicas o bien translocarse al núcleo, donde regula múltiples factores de 
transcripción. La gran diversidad de sustratos de ERK hace que esta vía este implicada en multitud de procesos 
celulares como supervivencia, apoptosis, diferenciación y migración.   
 
 
Por su parte, las proteínas efectoras de Ras son las serina/treonina quinasas RAF, las cuales se 
unen a Ras-GTP y fosforilan a MEK. Debido a la importancia de estas proteínas en el presente 
trabajo, tanto su activación, como su implicación en la tumorogénesis se describirán más en 
detalle en el siguiente apartado de esta memoria.  
 
Respecto a las proteínas MEK, existen dos isoformas, MEK1 (44kDa) y MEK2 (45kDa) activadas 
por las proteínas RAF. Estas proteínas, para activarse, han de fosforilarse en dos residuos de 
serina presentes en el segmento de activación (S218 y S222 en el caso de MEK1, y los 
correspondientes en MEK2). Además, MEK1/2 poseen una secuencia rica en prolinas necesaria 
para la especificidad en el reconocimiento y la unión de las proteínas RAF (128).  
 
Existen dos proteínas ERK diferentes: ERK1 (o p44) y ERK2 (o p42) codificadas por los genes 
MAPK3 y MAPK1 respectivamente. Una vez que MEK se encuentra activa, es capaz de activar a 
ERK mediante fosforilación de un residuo de treonina y otro de tirosina en el motivo TEY del 
lazo de activación (T202/Y204 en ERK1 y T185/Y187 en ERK2). Ambas proteínas tienen 
actividad serina/treonina quinasa y, una vez activas, pueden fosforilar más de 150 sustratos 
entre proteínas nucleares y citosólicas.  
 
ERK1/2 regulan un amplio espectro de funciones celulares. Por ejemplo, inducen proliferación 
a través de la fosforilación de los factores de transcripción c-myc y c-jun. Además, a través de 
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la fosforilación del factor de transcripción AP-1 aumentan la expresión de ciclina D1 que, a su 
vez, favorece la progresión del ciclo celular. ERK1/2 también tienen una función antiapoptótica 
a través de la sobreexpresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 y Bcl-XL y la represión 
de proteínas proapoptóticas como Bim. Asimismo, promueven la migración celular regulando 
las señales mediadas por la GTPasa Rho, fosforilando la quinasa de la cadena ligera de miosina 
(MLCK, Myosin Light-Chain Kinase) y regulando la formación de contactos focales (124).  
 
Por otra parte, la desregulación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK juega un papel fundamental en 
cáncer, donde se ha observado que su actividad está aumentada en un 30% de los cánceres 
humanos. En este sentido se han encontrado mutaciones en Ras en aproximadamente un 30% 
de tumores y de B-RAF en aproximadamente un 10% de tumores.  
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V. PROTEÍNAS RAF 
 
Las proteínas RAF forman parte de una familia de serina/treonina quinasas compuesta por tres 
miembros, A-RAF, B-RAF y C-RAF. Desde su descubrimiento en los años 80, únicamente se 
consideraron importantes por su posición en la vía de Ras-RAF-MEK-ERK como efectores de 
Ras. Sin embargo, este concepto cambió cuando se descubrió que la isoforma B-RAF estaba  
mutada frecuentemente en varios tipos de cánceres humanos señalándola como oncogén 
(129).  
 
1. ESTRUCTURA Y REGULACIÓN  
 
A‐RAF es la más pequeña de las tres isoformas (aproximadamente 68 kDa), seguida de C‐RAF 
(72‐74 kDa). B‐RAF es la más grande de las tres y sufre splicing alternativo, lo que da lugar a 
varias proteínas que oscilan entre 75 y 100 kDa (130, 131). Las tres isoformas presentan un 
alto grado de homología y comparten tres regiones altamente conservadas (CR1, CR2 y CR3) 
(figura 18). CR1 y CR2 forman parte de la subunidad reguladora en el extremo N‐terminal y la 
región CR3 forma parte de la subunidad catalítica en el extremo C‐terminal, siendo esta última 
la que presenta mayor grado de homología en las tres isoformas. En la región CR1 se 
encuentran los dominios RBD (Ras Binding Domain) y CRD (Cystein Rich Domain), importantes 
para la activación mediada por Ras. En la región CR2, rica en residuos de serina y treonina, se 
encuentran algunos aminoácidos importantes para su regulación por fosforilación. Por último, 
en la región CR3 se encuentran el segmento de activación y el lazo catalítico. Además, junto al 
extremo N‐terminal de CR3 está la Región Negativa (NR), con sitios de fosforilación necesarios 
para su activación. 
 
 
 
 
Figura 18. Estructura de las proteínas RAF. Las tres isoformas de RAF, A-RAF, B-RAF y C-RAF comparten tres 
regiones conservadas: CR1 (azul), CR2 (verde) y CR3 (rojo). Los aminoacidos presentes en la figura son los más 
importantes para la regulación por fosforilación. CR1 y CR2 contienen el dominio de unión a Ras (RBD) y un dominio 
rico en cisteínas (CRD), importantes para el recultamiento a la membrana mediado por Ras. CR3 contiene el 
dominio catalítico donde se encuentra el segmento de activación (AS, Activation Segment). La región negativa (NR, 
Negative Region) se encuentra entre la región CR2 y CR3. 
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El conocimiento de la estructura de las proteínas RAF, permitió establecer un modelo de 
regulación que comprende múltiples pasos, entre ellos el reclutamiento a la membrana por 
parte de Ras, dimerización u oligomerización, unión a otras proteínas y lípidos, cambios 
conformacionales y fosforilaciones (132). 
 
 
1.1. Unión a Ras. Reclutamiento a la membrana  
 
La activación de Ras en la cara interna de la membrana plasmática provoca el reclutamiento de 
RAF a la membrana a través de su unión al dominio RBD y CRD. Aunque este primer paso es 
esencial, no es suficiente para la activación de RAF (132), ya que la capacidad Ras de unirse a 
RAF también está regulada por las proteínas adaptadoras 14-3-3 (133). En su estado inactivo 
en el citosol las proteínas 14-3-3 se unen a C-RAF en la S259 fosforilada, de tal forma que  se 
origina un impedimento estérico para la unión de Ras (134, 135). Se ha descrito que Ras es 
capaz de romper la interacción entre las proteínas RAF y 14‐3‐3 in vitro (136, 137), aunque in  
vivo, necesita la colaboración de la fosfatasa PP2A, que se encarga de desfosforilar la S259 (en 
C-RAF), permitiendo la unión de Ras a RAF (138-140) (figura 19). 
 
1.2. Fosforilación y activación   
 
Una vez que las proteínas RAF son reclutadas a la membrana plasmática por su unión a Ras, 
sufren un cambio conformacional que permite la fosforilación en numerosos residuos para 
aumentar su actividad. Aunque las tres isoformas de RAF poseen un alto grado de homología, 
existen diferencias notables a nivel de su regulación por fosforilaciones. Todos los residuos 
susceptibles de fosforilación de C-RAF están conservados en A-RAF, lo que explica que la 
activación de ambas isoformas se lleve a cabo por mecanismos similares (132). En cambio, en 
B-RAF, sólo algunos de ellos están conservados y regulados de forma similar. Por ello, para 
explicar las diferencias con B-RAF se recurre únicamente a la comparación entre C-RAF y         
B-RAF.  
 
En primer lugar, las fosforilaciones en los residuos T491 y S494 en C-RAF y los 
correspondientes en B-RAF (T599 y S602), localizados en el segmento de activación (figura 18), 
son eventos cruciales para la activación de ambas proteínas, ya que se ha observado, que su 
sustitución por aminoácidos no fosforilables inhiben la actividad de ambas proteínas (141, 
142).  
Por otra parte, los residuos S233, S259 y S621 de C-RAF fosforilados interaccionan con la 
proteínas 14-3-3 dando lugar a una conformación cerrada, inaccesible para Ras y por tanto 
inactiva (figura 19) (143). Los tres residuos son fosforilados por PKA (132), pero la S259 
también puede fosforilarse por AKT (144). Mientras que para la activación de C-RAF es 
necesaria la desfosforilación de la S259 por parte de PP2A (140), la S621 permanece fosforilada 
en la conformación activa, lo que ha sugerido que la unión de 14-3-3 a este último residuo 
favorece la dimerización de C-RAF (145) y protección frente a la degradación proteosomal 
(146). En B-RAF, los residuos correspondientes a la S259 y S621 de C-RAF (S365 y S729) están 
conservados; la S365 también media la unión con las proteínas 14-3-3 mientras que la S729 no 
está implicada en la inactivación de B-RAF. 
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A) MODELO DE ACTIVACIÓN C-RAF 
 
 
 
 
B) MODELO DE ACTIVACIÓN B-RAF 
 
 
 
 
 
Figura 19. Modelos de activación de C-RAF y B-RAF.  A) En ausencia de estímulo las proteínas 14-3-3 mantienen la 
conformación inactiva de C-RAF a través de la unión a la S259 y la S621 fosforiladas. En presencia de estímulo, Ras 
adopta su conformación activa y se une a C-RAF translocándola a la membrana plasmática. La fosfatasa PP2A 
desfosforila la S259 impidiendo la interacción con 14-3-3. Finalmente, la fosforilación de la Y341 y la S338 producen 
la completa activación de C-RAF. B) Al igual que C-RAF, las proteínas 14-3-3 forman un complejo con B-RAF en el 
citosol, sin embargo B-RAF posee una conformación más abierta debido a la carga negativa del D449 y a la 
fosforilación constitutiva de la S446. En presencia de estímulo, Ras-GTP se une a B-RAF produciendo su 
translocación a la membrana plasmática. La fosfatasa PP2A desfosforila la S364 y finalmente la fosforilación de la 
S602 y de la T599 producen la completa activación de B-RAF. Modificado de Mercer y Pritchard, 2003 (127). 
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Asimismo, las fosforilaciones que se dan en la NR de C-RAF son esenciales para comprender las 
diferencias en la regulación entre C-RAF y B-RAF (figura 19). Para que C-RAF se active es 
necesario que se fosforilen la S338 y la Y341. La fosforilación de la Y341 está mediada por 
quinasas de la familia Src, en cambio, se desconoce la quinasa que fosforila a la S338 (132). En 
este sentido, se propuso que las proteínas PAKs (p21-activated kinase) eran las encargadas de 
fosforilar a  C-RAF en la S338 de forma dependiente de Rac/Cdc42 y PI3K (147); sin embargo, 
ésto solo ha demostrado ser cierto in vitro (148-150). En el caso de B-RAF, el residuo 
correspondiente a la Y341 está sustituido por un ácido aspártico (D449) y, además, la S446 
(S338 en C-RAF) está constitutivamente fosforilada. Por este motivo la región negativa de       
B-RAF, en su estado inactivo, produce un desplazamiento de la proteína 14-3-3 manteniendo 
una conformación más abierta que la de C-RAF y la hace más accesible para la unión del RBD 
con Ras y el reclutamiento a la membrana (127). Todo esto hace que B-RAF posea una mayor 
actividad basal que C-RAF, ya que, mientras que C-RAF necesita la unión a Ras para 
translocarse a la membrana y la posterior fosforilación de la región NR, B-RAF únicamente 
requiere el reclutamiento a la membrana por Ras, que además está favorecido. Así, se ha 
propuesto que estas diferencias sean las responsables de que existan mutaciones oncogénicas 
de B-RAF, mientras que no se han encontrado mutaciones en C-RAF, ya que un simple cambio 
en un aminoácido puede aumentar su actividad quinasa, proporcionando a las células una 
oportunidad de progresar a un estado cancerígeno. En cambio, C-RAF y A-RAF requieren más 
eventos para activarse, por lo que aun teniendo lugar mutaciones puntuales, éstas no 
supondrían una ventaja adaptativa para las células que condujera a su transformación (132).  
 
El conocimiento de la regulación de B-RAF aumentó con la resolución del cristal del dominio 
quinasa llevada a cabo por Wan et al. en el año 2004 (146) (figura 20A). Se observó que este 
dominio tiene una estructura típica de las quinasas con un lóbulo pequeño separado de otro 
grande por una hendidura o bolsillo catalítico. Sin embargo, a diferencia de otras quinasas, 
presenta una interacción entre el lazo rico en glicina (aminoácidos 459-471), responsable de la 
unión a ATP, y el segmento de activación (aminoácidos 578-623). Esta interacción permite a    
B-RAF adoptar una conformación inactiva y explica que la fosforilación de la T599 y la S602 
sean tan importantes para su activación, ya que los grupos fosfato desestabilizaban esa 
interacción dejando libre el bolsillo catalítico para la entrada del ATP y la consiguiente 
fosforilación de sus sustratos (figura 20A)(132).  
 
1.3. Activación de las proteínas RAF por dimerización 
 
Además de tener funciones propias, los miembros de la familia RAF pueden regular la 
activación de la vía MEK-ERK a través de la formación de homodímeros y heterodímeros. En 
este sentido, se ha observado que, en respuesta a la estimulación por factores de crecimiento 
y a la activación de Ras, C-RAF y B-RAF forman heterodímeros cuya actividad quinasa sobre 
MEK es más alta que la de los respectivos monómeros u homodímeros (145). El modelo 
propuesto describe que en condiciones basales B-RAF posee una conformación “cerrada” 
impidiendo la interacción con C-RAF. Cuando B-RAF es activado, bien por un estímulo a través 
de Ras o por mutaciones en el segmento de activación, adopta una conformación “abierta” 
permitiendo la interacción con C-RAF. De esta forma B-RAF activa a C-RAF y éste transmite la 
señal a MEK y ERK (151). La consecuencia más importante de este modelo de activación es que 
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B-RAF puede mediar respuestas celulares a través de C-RAF, lo que supone una mayor 
flexibilidad en la regulación de la vía MEK-ERK y un nuevo mecanismo de B-RAF para transmitir 
las señales tumorogénicas. En este sentido, en la última década se han identificado algunas 
funciones de C-RAF a través de efectores distintos a MEK y ERK. Entre estos efectores se 
encuentran proteínas implicadas en el proceso de apoptosis como BAD, ASK‐1 y MST‐2, 
proteínas implicadas en la regulación del ciclo celular como retinoblastoma (Rb) y Cdc25, 
proteínas implicadas en la reorganización del citoesqueleto como Vimentina, Rok-α y keratina 
8, y proteínas implicadas en la supervivencia celular como BAG1 y NF‐κB (152). Todo esto 
implica que B-RAF podría regular también estos procesos a través de C-RAF de una forma 
independiente a la activación de MEK-ERK.   
 
 
 
 
Figura 20. Estructura del dominio quinasa de B-RAF. A) Se indican el lóbulo pequeño, el lóbulo grande y el bolsillo 
catalítico. La interacción entre la región negativa (marrón), el D448 y la R506 se representa por la línea discontinua 
roja. El lazo rico en glicina en verde, el lazo catalítico en azul y el segmento de activación en lila. La T599 se 
representa en amarillo. B) Mutaciones de B-RAF en cáncer. La misma representación que en A) pero incluyendo los 
residuos mutados coloreados alternativamente para mayor claridad. Modificado de Garnett y Marais, 2004 (153).  
 
 
2. PAPEL DE V600EB-RAF EN CÁNCER 
 
Como se ha comentado anteriormente, se han encontrado alrededor de 100 mutaciones en el 
gen de B-RAF en aproximadamente un 10% de cánceres humanos (129). Sin embargo las 
mutaciones de C-RAF en cáncer son raras y sólo aparecen con una frecuencia de 1%, y no se 
han encontrado mutaciones en A-RAF. El mayor porcentaje de mutaciones se ha encontrado 
en melanomas, donde la prevalencia es de alrededor de un 60%, y en cáncer de tiroides, 
donde se han encontrado en aproximadamente un 50% de los casos (154). Asimismo, se han 
encontrado mutaciones en B-RAF en el 5‐20% de cánceres colorectales, en el 30‐40% de 
cánceres de ovario y en menor porcentaje (1‐3 %) en otros tipos de cáncer. De todas las 
A) 
B) 
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mutaciones encontradas en B-RAF, la mayoría de ellas son mutaciones activadoras y se 
encuentran situadas alrededor del lazo rico en glicina y del segmento de activación (figura 
20B). De éstas, la sustitución de una valina por un ácido glutámico en la posición 600 es la más 
frecuente, representando el 90% de las mutaciones encontradas de     B-RAF. Esta mutación 
proviene del cambio de una timidina por una adenosina en el nucleótido 1799, que da lugar a 
un mutante constitutivamente activo denominado V600EB-RAF (129). Así, el mutante V600EB-RAF 
es capaz de estimular constitutivamente la actividad de ERK y se ha demostrado que su 
actividad quinasa in vitro es 500 veces mayor que la de B-RAF silvestre (WTB-RAF) (146). 
Además, también se han encontrado otras mutaciones menos frecuentes en el lazo rico en 
glicina (GXGXXG). La estructura de B-RAF también explica cómo las mutaciones encontradas en 
B-RAF aumentan su actividad quinasa, ya que la mayoría de estas mutaciones desestabilizan la 
interacción entre el lazo rico en glicina y el segmento de activación (figura 20B), permitiendo a 
B-RAF permanecer constantemente en un estado activado. Por otra parte, también existen 
mutaciones activadoras en otras regiones de la molécula que no afectan a la interacción entre 
el residuo rico en glicina con el segmento  de activación. Posiblemente, estos residuos estén 
implicados en las interacciones intramoleculares entre el extremo N-terminal y el dominio 
catalítico que mantienen a B-RAF en una conformación inactiva, o incluso participen en 
interacciones con proteínas inhibitorias (figura 20B) (132). Por último, sorprendentemente, 
algunos de los mutantes encontrados en  B-RAF como D594VB-RAF poseen una actividad quinasa 
menor que la de WTB-RAF y, sin embargo, son capaces de activar MEK-ERK de forma 
independiente de Ras. Una posible explicación es que estos mutantes adoptan la conformación 
activa, pero no son capaces de fosforilar MEK porque las mutaciones que tienen producen un 
impedimento estérico. Sin embargo, éstos son capaces de formar heterodímeros con C‐RAF, 
activando a esta última, de forma que C‐RAF se encarga de transmitir la señal a MEK‐ERK (146, 
151).   
En cuanto a los tumores tiroideos, la mutación V600EB-RAF ocurre exclusivamente en PTCs y 
ATCs, donde está presente con una frecuencia de un 44% y de un 24% respectivamente (155). 
Además, se han encontrado otro tipo de alteraciones genéticas, como la translocación AKAP9-
B-RAF (156), la delección V600E+K601del B-RAF (157, 158) y las inserciones, V599insB-RAF (159) y 
V600D+FGLAT601-605insB-RAF (158).  
 
2.1. Efectos de V600EB-RAF sobre la tumorogénesis 
 
Las mutaciones en B-RAF se dan en etapas tempranas de PTCs y melanomas, ya que se han 
encontrado tanto en microPTCs (160), como en nevus melanocíticos (161), ambos 
considerados como precursores de PTCs y melanomas respectivamente. Además, los efectos 
de la mutación de B-RAF en cáncer son muy variados e incluyen alteraciones en la 
proliferación, supervivencia, migración e invasión celular.  
En cuanto a la proliferación, se ha observado que V600EB-RAF regula algunos componentes del 
ciclo celular produciendo una proliferación incontrolada. Por una parte, V600EB-RAF induce la 
hiperfosforilación de retinoblastoma (Rb), lo que da lugar a la liberación del factor de 
transcripción E2F,  y a un aumento de la expresión de Ciclina D1, promoviendo el paso de la 
fase G1 a la fase S del ciclo celular (figura 21) (162). Además, V600EB-RAF disminuye los niveles 
de p27, un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que produce la parada del 
ciclo celular en la fase G1 (figura 21). Por otra parte, el silenciamiento de la expresión de B-RAF 
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o inhibidores selectivos de V600EB-RAF disminuyen la proliferación de células tumorales tanto  in 
vitro  como  in vivo (127) , en algunos casos a través de la disminución de los niveles de Ciclina 
D1 (163). 
 
 
 
 
Figura 21. Efecto de 
V600E
B-RAF sobre la tumorogénesis. 
V600E
B-RAF promueve la proliferación celular a través de la 
disminución de los niveles de p27 y el aumento de los niveles de Ciclina D1. Estos procesos dan lugar a la liberación 
del factor de transcripción E2F y a la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Por otra parte, 
V600E
B-RAF 
regula la supervivencia celular a través de la degradación de IκB, aumentando así la actividad transcripcional de NF-
κB. NF-κB induce la expresión de proteínas antiapoptóticas como XIAP, c-IAP1 y c-IAP2. 
 
 
Además de su papel en la proliferación celular, al mutante V600EB-RAF se le ha asignado una 
función antiapoptótica. Así, células de melanoma y cáncer colorrectal con V600EB-RAF sufren 
arresto del ciclo en G1 y apoptosis al silenciar la expresión de B-RAF o inhibir la vía MEK-ERK 
(164, 165). Sin embargo, en células tumorales tiroideas, la inhibición de V600EB-RAF conlleva una 
parada del ciclo celular en fase G1 con el consiguiente descenso de la proliferación, pero sin 
producir apoptosis (163, 166), lo que sugiere la existencia de posibles mutaciones secundarias 
a V600EB-RAF capaces de mantener la supervivencia celular en ausencia del mismo. En este 
sentido, una publicación reciente de nuestro grupo demuestra la participación de la vía PI3K-
AKT en la protección frente a la apoptosis inducida por el silenciamiento de B-RAF (167). Por 
otra parte, la hiperactivación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK se ha relacionado con un aumento de 
la actividad de NF‐κB (168). Así, en algunas líneas de cáncer de tiroides, sobre todo en líneas 
derivadas de ATCs que expresan el mutante V600EB-RAF, se ha observado una actividad 
transcripcional de NF-κB aumentada y ésta se ha relacionado con efectos antiapoptóticos 
(figura 21). Además, la sobreexpresión de V600EB-RAF en líneas derivadas de FTC, induce la 
activación de la vía de NF-κB e incrementa la expresión de genes antiapoptóticos regulados por 
este factor de transcripción como c-IAP-1,  c-IAP-1 y XIAP (figura 21)(169).  
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Por otra parte, V600EB-RAF también parece regular la senescencia. En este sentido, es frecuente 
la presencia de los marcadores de senescencia p53 o p16 en PTCs y nevus benignos, mientras 
que se han encontrado mutaciones que los inactivan  en cánceres tiroideos poco diferenciados 
como ATCs y en melanomas (170, 171). Además, se ha observado que células epiteliales de 
pulmón con V600EB-RAF no progresan a adenocarcinoma a menos que se inhiba la expresión de 
p53 o de p16 (172). Por otra parte, se han descrito mecanismos para evitar la senescencia 
inducida por V600EB-RAF mediante la disminución de su actividad quinasa a través de la 
activación de AKT3, la sobreexpresión de c-myc y la disminución de la expresión de IGFBP7 
(173-175). 
 
  
2.2. Efectos de V600EB-RAF sobre la progresión tumoral  
 
Además de inducir proliferación y supervivencia, V600EB-RAF también desempeña un papel 
importante en la invasión tumoral y en las interacciones con el estroma, en la inducción de la 
angiogénesis y en la creación de un microambiente inmunológico adecuado para el desarrollo 
tumoral. V600EB-RAF aumenta la expresión de varias proteínas que regulan la migración celular, 
tales como Rdn3, PlexinB1 o Minerva/FAM129B, favoreciendo el anclaje y la metástasis de 
células de melanoma (176-179). 
En cuanto al cáncer de tiroides en particular, en el año 2005, Knauf J.A et al., mediante 
mutagénesis dirigida en ratones transgénicos, demostraron la capacidad de V600EB-RAF de 
producir tumores en la glándula tiroides (180). Estos tumores, inicialmente PTCs, 
evolucionaron a tumores menos diferenciados y mostraron una mayor capacidad de invadir los 
vasos sanguíneos, los ganglios linfáticos y los tejido adyacentes. Por otra parte, la inhibición de 
V600EB-RAF disminuye la proliferación, la migración y la invasión de células tiroideas tanto in 
vitro como in vivo (181-183). Todos estos resultados confirman que V600EB-RAF es importante 
no sólo para el inicio de la tumorogénesis, sino que también es fundamental para el desarrollo 
del tumor y la progresión del cáncer de tiroides.  
 
Es importante resaltar que las tres alteraciones genéticas que activan la vía Ras-RAF-MEK-ERK 
en PTCs, incluyendo el gen RET/PTC, las mutaciones en el gen Ras y el mutante V600EB-RAF, son 
excluyentes entre sí (19, 155, 184-186), lo que indica que cada una de ellas por separado,      
puede ser suficiente para inducir tumorogénesis. Sin embargo, los tumores con V600EB-RAF son 
más agresivos y tienen mayor índice de recurrencia que los que contienen las otras dos 
mutaciones (187). Este hecho, se ha relacionado con la inestabilidad genética producida por 
V600EB-RAF frente a la ausencia de la misma en tumores con RET/PTC (188), indicando que 
V600EB-RAF induce mutaciones secundarias implicadas en el desarrollo del tumor que son 
determinantes para adquirir una mayor agresividad. Asimismo, se ha demostrado un patrón de 
expresión de genes distintos en tirocitos de rata con las mutaciones RET/PTC o V600EB-RAF 
(187). Por otra parte, estudios clinicopatológicos en pacientes con tumores tiroideos 
portadores de V600EB-RAF o mutaciones en Ras mostraron que aquellos que contienen el 
mutante V600EB-RAF están asociados a un mayor riesgo de padecer metátasis en ganglios 
linfáticos y tejidos extratiroidales, y presentan estadíos más avanzados del cáncer (160).  En la 
figura 22 se resumen los mecanismos principales por los que V600EB-RAF favorece la progresión 
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tumoral. En comparación con RET/PTC y Ras, V600EB-RAF se ha asociado con una mayor 
expresión del gen c-Met (189), el cual también se ha relacionado con un aumento de la 
agresividad tumoral y metástasis en nódulos linfáticos de PTCs, coincidiendo con los síntomas 
clinicopatológicos producidos por V600EB-RAF (190).  
Por otra parte, la presencia de V600EB-RAF en PTCs se ha asociado con la sobreexpresión de 
varias moléculas que actúan como promotoras tumorales. Algunos ejemplos son; el factor de 
crecimiento endotelial vascular VEGF, el cual ha demostrado tener un papel fundamental en la 
angiogénesis (191), y las metaloproteasas MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 y MMP13 (169, 187), 
implicadas en el aumento de la invasión celular, en algunos casos a través de un mecanismo 
dependiente de la activación de NF‐κB e independiente de MEK-ERK (169).  Además, en 
estudios recientes también se ha relacionado a V600EB-RAF con la expresión de genes 
involucrados en la composición y regulación de la MEC. Así, en tumores tiroideos con        
V600EB-RAF se ha detectado la sobreexpresión de Trombospondina-1 (TSP-1), TGFβ-1, 
fibronectina, CD44, catepsina-B y catepsina-S, respecto a muestras de tejido tiroideo normal 
con WTB-RAF (183). Asimismo, en un modelo animal de tumorogénesis inducida por V600EB-RAF 
se ha observado el aumento de los componentes de la MEC colágeno y vimentina, así como la 
disminución de las proteínas implicadas en las uniones intercelulares claudinas y                        
E-cadherina (192). Este modelo, permite reproducir los cambios producidos en el paso de un 
cáncer tiroideo diferenciado a uno poco diferenciado a través de la transición epitelio-
mesénquima, indicando que V600EB-RAF puede participar en este proceso.  
Otro mecanismo de regulación de la tumorogéneis tiroidea por V600EB-RAF es a través de la 
inhibición de la expresión de genes por metilación (193). En este sentido, el inhibidor tisular de 
MMP3 (TIMP3), la proteína quinasa asociada a muerte (DAPK) y el receptor β2 del ácido 
retinoico (RARβ2) son ejemplos de genes cuya metilación se ha asociado a la expresión de 
V600EB-RAF en PTCs. Asimismo, este silenciamiento se ha asociado a la progresión del cáncer 
tiroideo y a una mayor agresividad del mismo (194).  
Por último, la progresión del cáncer de tiroides conlleva la desdiferenciación de las células 
tumorales, lo que disminuye la respuesta terapéutica a los tratamientos radioterápicos con 
yodo radiactivo. Esta pérdida de diferenciación se ha asociado con la falta de expresión de 
moléculas que regulan el metabolismo tiroideo como el TSHR, NIS, TPO, Tg y pendrina           
(195-199). Así, se ha observado que  la expresión de V600EB-RAF en tirocitos de rata disminuye 
la expresión  de TPO, NIS, Tg y pendrina  y que la inhibición de la actividad de V600EB-RAF 
recupera la expresión de estos genes tiroideos (200-203). En este sentido, se ha propuesto la 
participación de V600EB-RAF en la metilación del promotor de NIS o de factores de transcripción 
que regulan su expresión como Pax8 y TTF1 (21). A su vez, apoyando estos resultados, estudios 
recientes in vivo, muestran que la inhibición de V600EB-RAF  restablece la capacidad de captar 
yodo de las células tumorales, y recupera la susceptibilidad de estas células a las dosis 
terapéuticas de la radioterapia (204).  
 
En resumen, de todos estos estudios se puede deducir que los efectos moleculares mediados 
por V600EB-RAF son responsables de la iniciación y la progresión del cáncer tiroideo, de una 
mayor agresividad, y además, que estos efectos no son reemplazables por otras mutaciones 
que también activen la vía Ras-RAF-MEK-ERK.  
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Figura 22. Mecanismos moleculares mediados por 
V600E
B-RAF implicados en la progresión del cáncer tiroideo. Se 
indica la regulación de proteínas implicadas en la migración e invasión celular y el silenciamiento de genes 
reguladores del metabolismo del yodo y de genes supresores tumorales producidos por alteraciones en la 
metilación.   
 
 
2.3. Efectos paradójicos de los inhibidores de V600EB-RAF 
 
Debido a la implicación de V600EB-RAF en la progresión del cáncer se han realizado muchos 
estudios para investigar la utilidad del mutante V600EB-RAF como diana terapéutica. Por ello, un 
gran número de moléculas inhibidoras de V600EB-RAF han sido desarrolladas durante la última 
década. Algunos de estos compuestos ya han tenido resultados positivos en ensayos clínicos 
en pacientes de melanoma, sin embargo, se ha observado que algunos de los pacientes 
tratados con estos inhibidores desarrollan lesiones de la piel asociadas a hiperproliferación, 
llegando en algunos casos a producirse carcinomas de células escamosas (205). Estos efectos 
paradójicos se han interpretado recientemente al observar que estos compuestos, en ciertas 
condiciones celulares, son capaces de producir la dimerización entre las distintas isoformas de 
las proteínas RAF. En este sentido, Heidorn et al. observaron que, en células con K-Ras 
mutado, el inhibidor selectivo de B-RAF 885-A se une a WTB-RAF y promueve la formación                            
de heterodímeros B-RAF/C-RAF, activándo este último y aumentando la actividad de la vía 
MEK-ERK (206). Asimismo, estos autores demuestran que mutantes de B-RAF catalíticamente 
inactivos se comportan de la misma manera, uniéndose a C-RAF, activando MEK-ERK e 
induciendo melanomas en ratones transgénicos.  
Por otra parte, el estudio de Hatzivassiliou et al. muestra como los inhibidores GDC-0879 y 
PLX4720 inhiben la actividad de V600EB-RAF, pero también activan la vía RAF-MEK-ERK en 
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células con Ras mutado y WTB-RAF (207), a través de la formación de dímeros B-RAF/C-RAF,        
B-RAF/A-RAF y C-RAF/C-RAF. Por último, también se ha demostrado que estos inhibidores no 
solo activan MEK-ERK en célula tumorales con mutaciones en Ras, sino que también lo hacen 
en células en la que la vía Ras-RAF-MEK-ERK está hiperactivada por otros oncogenes como 
HER2 (208). 
Aunque los mecanismos precisos por los que los distintos inhibidores activan la vía RAF-MEK-
ERK pueden variar, estos tres estudios demuestran que la inducción de ERK en respuesta a los 
inhibidores es dependiente de la actividad de Ras y de la transactivación de C-RAF producida 
por la subunidad unida a la droga (figura 23). Estos descubrimientos han ayudado a explicar los 
efectos secundarios producidos por estos inhibidores en pacientes con melanoma y ponen de 
manifiesto la importancia de seleccionar a los pacientes para una terapia determinada en 
función de las mutaciones que contengan sus células tumorales.    
 
 
 
 
Figura 23. Efectos de los inhibidores de 
V600E
B-RAF en fución de la presencia de mutaciones en Ras o B-RAF.  A) En 
células con el mutante 
V600E
B-RAF la hiperactivación de la vía RAF-MEK-ERK promueve el crecimiento tumoral. B) En 
células tumorales con 
V600E
B-RAF el tratamiento con inhibidores selectivos del mutante (esferas verdes) inhibe la vía 
y revierte el crecimiento tumoral. C) En células con 
WT
B-RAF y mutaciones en la proteína Ras, los inhibidores 
producen la formación de dímeros B-RAF/C-RAF o C-RAF/C-RAF que, junto con Ras mutado, causan una 
hiperactivación de ERK que resulta en efectos secundarios como la aparición de carcinomas de células escamosas. 
Adaptado de Cichowski and Jänne, 2010 (209).   
 
 
 
 
 
 
 
 
A) B) C) 
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VI. TGFβ 
 
La superfamilia de TGFβ en humanos está formada por más de 30 factores que se pueden 
dividir en 2 grupos. En el primero de ellos se incluyen las activinas, nodal, lefty, miostatina y 
TGFβ, mientras que el segundo grupo lo constituyen las proteínas morfogenéticas óseas 
(BMPs), factores de crecimiento y diferenciación (GDFs), y la hormona anti-Mülleriana (AMH).  
La mayoría de los miembros de esta superfamilia poseen distintas isoformas. En el caso de 
TGFβ, existen 3 isoformas: TGFβ1, TGFβ2, y TGFβ3, de las cuales TGFβ1 es la que posee una 
función más ampliamente conocida (210). Estas tres citoquinas se expresan en la mayoría de 
tipos celulares y se sintetizan en forma de dímeros inactivos conocidos como TGFβ latente 
(figura 24). Posteriormente, estos dímeros son secretados a la MEC, donde son procesados por 
proteínas de la familia de las convertasas, transformándolos en moléculas activas y así poder 
ejercer sus múltiples funciones fisiológicas (211). Entre estas funciones se encuentran la 
regulación de la respuesta inmune, el crecimiento celular, la diferenciación, la apoptosis y la 
inducción de la EMT. El hecho de que TGFβ esté involucrada en todos estos procesos celulares 
hace que alteraciones en su regulación sean responsables de procesos patológicos, como 
enfermedades cardiacas, la fibrosis, el síndrome de Marfan y el cáncer.   
 
 
1. SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR TGFβ  
 
Las moléculas de TGFβ activadas actuan como ligandos y señalizan a través de receptores 
serina/treonina quinasa. Estos receptores forman un complejo heterotetramérico compuesto 
por una pareja de receptores tipo I y otra pareja de receptores tipo II (figura 24). Se conocen 7 
receptores tipo I (TβR-I) (ALK1-7) y 5 receptores de tipo II (ActR-IIa, ActR-IIB, BMPRII, AMHRII y 
TβR-II), los cuales se combinan unos con otros dependiendo del tipo de ligando que se una. En 
el caso de TGFβ1, la señalización se lleva acabo a través de ALK-5 y TβR-II. 
 
1.1. Vía TGFβ-Smads 
 
La vía fundamental de señalización por TGFβ es a través de los factores transcripcionales 
Smads (figura 24). La unión de TGFβ a los receptores tipo I y tipo II, provoca la dimerización de 
éstos. A continuación el receptor tipo II, el cual se encuentra constitutivamente activado, 
fosforila al receptor tipo I en una región adyacente al dominio quinasa denominada motivo GS 
(-TTSGSGSG-). Esta fosforilación desestabiliza la interacción inhibitoria entre el dominio GS y la 
proteína FKBP12, permitiendo la liberación de la misma. A continuación, el receptor TβRI 
activado se une a los factores de transcripción Smad y los fosforila en su regón C-terminal, 
activándolos (212).  
En humanos existen cinco miembros de la familia Smads, de las cuales sólo cinco actúan como 
sustratos del receptor TβRI: Smad1, 2, 3, 5 y 8.; éstas son conocidas como Smads reguladas por 
el receptor o R-Smads. De todas ellas, sólo Smad2 y 3 median la señalización por TGFβ. Por 
otra parte, Smad4 es conocida como Co-Smad e interacciona con las R-Smads formando 
complejos que actúan como factores de transcripción. Finalmente, las Smads inhibitorias 
Smad6 y 7 actúan como reguladores negativos de la señalización y se describen con mayor 
detalle más adelante.  
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La fosforilación de las R-Smads2/3 crea un sitio de unión para Smad4. Este complejo transloca 
al núcleo donde regula la transcripción de numerosos genes, uniéndose directamente al ADN o 
a otros factores de transcripción (figura 24) (213). Adicionalmente, estos complejos 
transcripcionales pueden reclutar coactivadores o correpresores. Hasta el momento se 
desconoce si esta asociación se produce en el citoplasma y el complejo se transloca al núcleo, 
o bien se translocan por separado e interaccionan en el núcleo. En cualquier caso, la variedad 
de combinaciones existentes hace que TGFβ pueda activar o reprimir cientos de genes 
simultáneamente y, por tanto, regular las múltiples respuestas celulares (214).  
 
Estructuralmente, las proteínas Smads están compuestas por dos dominios globulares unidos 
por una región de enlace (linker region). Las R-Smads y Smad4 comparten 2 dominios 
homólogos, MH1 y MH2 (Mad homology domain 1 y 2). El dominio MH1 se localiza en la región 
N-terminal y es responsable de la unión al ADN, mientras que la región C-terminal contiene el 
dominio MH2, el cual media las interacciones con otras proteínas (213). La región de enlace es 
más variable y es una región fundamental para la regulación de la señalización y para la 
localización subcelular, ya que puede interaccionar con proteínas reguladoras y ser fosforilada 
por moléculas procedentes de otras vías de señalización (215-217).  
 
 
 
 
Figura 24. Vía canónica de señalización de TGFβ. El TGFβ activo se une a sus receptores de membrana (TβR-I y TβR-
II) produciendo su dimerización y facilitando la fosforilación de TβR-I mediada por TβR-II. Esta fosforilación libera la 
proteína FKB12 de su unión con TβR-I dejando el dominio GS disponible para la incorporación de las R-Smads 
(Smad2/3). A continuación, el TβR-I fosforila a las R-Smads en su región C-terminal produciendo su activación, la 
formación del complejo R-Smad/Smad4 y su acumulación en el núcleo. Finalmente, el complejo R-Smad/Smad4 
regula la transcripción de diversos genes. La señalización del TGFβ puede ser inhibida por  Smad7, bien compitiendo 
con las R-Smads por su unión al receptor, o bien uniéndose a Smurf y produciendo la degración del receptor. Smurf 
también se une a las R-Smads e induce su degradación proteosomal.  
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Por otra parte, la vía TGFβ-Smads puede regularse negativamente a varios niveles. En primer 
lugar, Smad7, que forma parte del grupo de proteínas inhibitorias I-Smads, regula la 
señalización a través de dos mecanismos distintos. Por una parte, se puede unir a los 
receptores activados de TGFβ compitiendo con las R-Smads (218) y, por otra, promueve la 
ubiquitinación y posterior degradación del complejo del receptor de TGFβ mediante la 
asociación con la ubiquitín ligasa Smurf2 (figura 24) (219). Otro mecanismo de regulación 
negativa es el mediado por las ubiquitin ligasas Smurfs (figura 24); estas proteínas 
interaccionan con las R-Smads a través de un dominio específico en la región de enlace 
denominado motivo PY (PPXY), induciendo su ubiquitinación y posterior degradación 
proteosomal (220). En el caso particular de Smad4, ésta no contiene el motivo PY por lo que no 
es una diana directa de las Smurfs y, sin embargo, sí puede ser degradada indirectamente a 
través de su unión a las R-Smads (221).  
Por otra parte, la actividad de las R-Smads también se puede regular por fosforilaciones 
distintas de la del dominio C-terminal mediada por el receptor. En este sentido, la región de 
enlace contiene múltiples residuos de serina y treonina susceptibles de fosforilarse por otras 
quinasas. Así, se ha observado que ERK1/2 puede fosforilar algunos residuos de Smad1, 2 y 3, 
disminuyendo la cantidad de estas proteínas en el núcleo y, por tanto, reduciendo su actividad 
transcripcional (216). De igual manera, la actividad de Smad2 puede reducirse a través de 
fosforilaciones producidas por CaMKII (Calcium-calmodulin-dependent protein kinase-II) y la de 
Smad3 por las quinasas dependientes de ciclina CDK2 y CDK4 (222, 223).  
 
A todos estos efectos debe sumarse que las distintas combinaciones de Smad cooperan con 
distintas vías de señalizacion. Por ejemplo, TGFβ inhibe la expresión de las proteínas Id a través 
de la asociación de Smad3/Smad4 con el factor de transcripción ATF3, el cual se induce por JNK 
y p38 (224). Por otra parte, AKT interacciona con Smad3 impidiendo su activación e inhibiendo 
su actividad transcripcional (225). Asimismo, altos niveles de AKT activo inhiben la interacción 
de los factores FoxO con los complejos Smad impidiendo la transcripción de los inhibidores del 
ciclo celular p15 y p21 (226). Otro ejemplo es la cooperación que se da entre Wnt y TGFβ, por 
la cual Smad4 aumenta los niveles nucleares de β-catenina y de los factores de transcripción 
TCF/LEF en respuesta a Wnt (227). Por último, la señalización de TGFβ se puede contrarrestar 
por otras vías de señalización como JAK/STAT y NF‐κB, las cuales aumentan la expresión de 
Smad7 en respuesta a interferón-Ƴ y TNFα respectivamente (228, 229). 
 
1.2. Vías independientes de Smads 
 
Por otra parte, la variedad de respuestas mediadas por TGFβ es aún más compleja si incluimos 
las vías de señalización que pueden activarse a través de esta citoquina sin necesidad de la 
activación de las proteínas Smads. En este sentido podemos describir varias vías 
independientes de la activación de Smads (figura 25): 
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Activación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK  
 
El reclutamiento y la activación de tirosinas quinasas, a través de las fosforilaciones en los 
receptores de TGFβ, es uno de los mecanismos para activar la señalización inducida por TGFβ 
independiente de Smads. Aunque los receptores tipo I y tipo II de TGFβ sean serina/treonina 
quinasas, también pueden fosforilarse en residuos de tirosinas. Así, el receptor TβR-II puede 
fosforilarse por Src en la Y284 (230), creando un sitio de unión para las proteínas adaptadoras 
Grb2 o Shc, las cuales conectan con la vía Ras-RAF-MEK-ERK a través de SOS. Asimismo, el TβR-
I puede ser fosforilado tras la estimulación con TGFβ y fosforilar a ShcA, promoviendo la 
formación de los complejos ShcA-Grb2-SOS y activando la vía Ras-RAF-MEK-ERK (231) (figura 
25). Estos resultados se han confirmado en células epiteliales, de carcinoma de mama y en 
fibroblastos, donde se ha observado una rápida activación de ERK en respuesta a TGFβ            
(232-234). En este sentido, se ha observado que la activación de ERK es importante para la 
inducción de la EMT, una de las funciones biológicas más importantes de TGFβ. De hecho, 
tanto dominantes negativos de ShcA como el silenciamiento de Grb2, bloquean por completo 
la migración y la invasión inducida por TGFβ en células de cáncer de mama (235, 236), 
poniendo de manifiesto la importancia de la vía Ras-RAF-MEK-ERK en la progresión tumoral 
mediada por TGFβ.  
 
Activación de JNK y p38  
  
Probablemente las vías independientes de Smads mejor caracterizadas son las de las MAPKs 
JNK y p38 (figura 25). TGFβ activa JNK y p38 a través de la activación de MKK4 y MKK3/6 
respectivamente por un mecanismo independiente de Smads (237, 238). Esto se ha 
demostrado porque la inactivación de Smad3 y 4 o la expresión de un mutante del TβR-I que 
carece del sitio de unión a R-Smads, siguen mostrando la activación de JNK y p38 (239, 240). 
Asimismo, la activación de MKK4 y MKK3/6 por TGFβ se produce a través de la quinasa 
activada por TGFβ TAK1, la cual a su vez es activada por la interacción de la proteína 
adaptadora TRAF6 con los receptores TβR-I y TβR-II. Los efectos más importantes de la vía 
TRAF6-TAK1-JNK/p38 son la inducción de la apoptosis, la reorganización del citoesqueleto y el 
aumento de la EMT mediados por TGFβ (226). 
 
Activación de las GTPasas Rho 
 
También se ha demostrado que TGFβ regula la reorganización del citoesqueleto y la motilidad 
celular a través de la activación de Rho, Rac y Cdc42. La mayoría de los estudios se han 
centrado en la activación de RhoA (241) (figura 25) y tanto su regulación como su implicación 
en la EMT se describen más adelante. Respecto a Cdc42, se ha observado que TGFβ la activa y 
que ésta activa su proteína efectora PAK2 en ausencia de actividad de Smads (242).  
 
Activación de la vía PI3K-AKT 
 
TGFβ también participa en la vía de PI3K a través de varios mecanismos. Por una parte, TβR-II 
interacciona con la subunidad reguladora de PI3K p85. Asimismo, se ha observado que la 
actividad quinasa de los receptores TβR-I y TβR-II es necesaria para la activación de PI3K por 
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TGFβ (243, 244). Además, TGFβ aumenta la fosforilación de la vía dependiente de PI3K AKT-
mTOR- p70S6K (figura 25) (244, 245).  
 
 
 
 
 
Figura 25. Vías de señalización activadas por TGFβ independientes de Smads. TGFβ activa las MAPKs JNK, p38 a 
través de TRAF6-TAK1. Además, también activa ERK a través de la interacción entre TβR-I y Shc. La regulación de 
RhoA puede darse a través de la inducción de su actividad o de su degradación en las uniones adherentes. TGFβ 
también estimula la vía de PI3K dando lugar a la activación de AKT-mTOR-S6K. Adaptado de Xu et al., 2009 (71) 
 
 
 
2. PAPEL DE TGFβ EN CÁNCER  
 
El papel de TGFβ en cáncer ha sido motivo de debate y de controversia en numerosos 
estudios. El término del que deriva, factor de crecimiento transformante, fue establecido en 
1985 por la capacidad de este tipo de péptidos de transformar fibroblastos normales en células 
con un fenotipo y un comportamiento maligno (246). Sin embargo, esta supuesta función 
tumorogénica no era compatible con la expresión ubicua de TGFβ en tejidos normales y años 
después se descubría que TGFβ también inhibe el crecimiento celular en muchos tipos 
celulares, incluyendo células epiteliales y linfáticas, de las cuales derivan la mayoría de los 
cánceres humanos. Además, otras evidencias apoyaban que moléculas efectoras de TGFβ 
también participan en la inhibición de la proliferación en las primeras etapas del cáncer. Por 
ejemplo, los receptores de TGFβ, TβR-I y TβR-II, y Smad4 se encuentran inactivos en varios 
tipos de tumores (247) y Smad2 y Smad4 se encuentran comúnmente mutados en carcinomas 
de páncreas y colon, dando lugar a la inactivación de la vía canónica de TGFβ. Por tanto, todos 
estos datos indicaban que TGFβ actua como un supresor tumoral (248). 
Sin embargo, hoy en día numerosos estudios demuestran que TGFβ también promueve el 
desarrollo tumoral en estadíos avanzados del cáncer y tiene un papel fundamental en la 
metástasis. De acuerdo con esto, el aumento de expresión de TGFβ se relaciona con el 
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desarrollo tumoral en varios tipos de carcinomas y con la formación de metástasis linfáticas 
(247, 249-252).  
Por último, también se ha observado que dependiendo del origen tumoral hay diferentes 
alteraciones genéticas que conllevan a la supresión de la vía de TGFβ o, por el contrario, a un 
aumento de la expresión de TGFβ asociada a un incremento de marcadores de progresión 
tumoral. 
Por todo esto, se ha propuesto que TGFβ posee un papel dual en cáncer que depende tanto 
del estadío y el contexto tumoral como del tipo celular.  
 
 
 
 
Figura 26. Efectos de TGFβ sobre la proliferación y supervivencia. TGFβ produce parada del ciclo celular y 
apoptosis a través de las proteínas Smads. Los cofactores transcripcionales que se unen al complejo                           
R-Smads/Smad4 determinan tanto la selectividad del gen como el efecto represor o activador.  
 
 
2.1. Papel de TGFβ como supresor tumoral  
 
En estadíos tempranos del desarrollo tumoral, el TGFβ ha demostrado ser un potente supresor 
tumoral a través de sus efectos antiproliferativos y proapoptóticos. 
Los efectos antiproliferativos del TGFβ se han observado en varios tipos de tumores, por 
ejemplo, la pérdida de TβR-II favorece la transformación a carcinoma de pólipos intestinales 
inducidos por inactivación del supresor tumoral APC (Adenomatous polyposis coli) (253), así 
como la aparición de lesiones pancreáticas iniciadas por K-Ras (254). Asimismo, la expresión de 
TβR-I en células de mama transformadas retrasa la formación del tumor (255). 
Los efectos antiproliferativos de TGFβ dependen en gran parte de la parada del ciclo celular en 
la fase G1. TGFβ induce la expresión de inhibidores de CDKs como p21, p15 y p27 (256-258), e 
inhibe la de c-Myc, factor de transcripción que promueve la proliferación y la de las proteínas 
Id1, 2 y 3, las cuales previenen la diferenciación (figura 26) (224). TGFβ regula la expresión de 
todos estos genes a través de su vía canónica dependiente de Smads, ya que en el caso de los 
inhibidores de CDKs, se ha observado que las Smads se asocian con el factor de transcripción 
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FoxO para reprimir su expresión (259). Respecto a c-Myc y las proteínas Id, las Smads se unen 
a los factores E2F4 y ATF3 respectivamente, inhibiendo su expresión (260). 
Por otra parte, TGFβ se ha relacionado con la regulación de la apoptosis. Así, se ha observado 
que TGFβ puede suprimir o inducir la apoptosis. En cuanto a la inducción de la apoptosis, un 
ejemplo es la sobreexpresión de la proteína quinasa asociada a muerte, DAPK (Death 
Associated Protein Kinase), observada en células de hepatocarcinoma estimuladas con TGFβ 
(figura 26) (261). Por otra parte, Smad regula la expresión de la fosfatasa SHIP, la cual inhibe 
las señales de supervivencia mediadas por AKT (figura 26) (262). Además, las proteínas ARTS 
(Apoptosis Related protein in the TGFβ Signalling pathway) y la proteína adaptadora DAXX 
también están implicadas en las señales apoptóticas de TGFβ, así como cambios en la 
expresión, localización, y activación de las proteínas pro y antiapoptóticas de la familia Bcl2 y 
de las caspasas (263).  
 
2.2. Papel de TGFβ en la progresión tumoral  
 
En general, en fases avanzadas del cáncer el papel de TGFβ como supresor tumoral desaparece 
y predominan sus efectos inductores de la progresión tumoral. Este efecto inductor de 
tumores se ha demostrado utilizando dominantes negativos de TβR-II o anticuerpos 
neutralizantes de TGFβ, observándose una disminución de la latencia del tumor primario, la 
inhibición de la capacidad invasiva de líneas células tumorales in vitro y su capacidad 
metastática in vivo (255, 264, 265). Además, la sobreexpresión de TGFβ o TβRI activado 
inhiben la formación de tumores benignos pero aumentan capacidad metastática de células 
tumorales de alto grado (210). Por otra parte, también se ha visto que las células tumorales 
secretan más TGFβ que células normales. Así, tumores mamarios, hepatocarcinomas, 
carcinomas de pulmón y próstata sobreproducen TGFβ y este aumento se correlaciona con un 
aumento del grado de malignidad, invasividad y potencial metastático (266).  
 
Las principales funciones por las que TGFβ favorece la progresión tumoral son a través de su 
papel en la evasión de la respuesta inmune, la angiogénesis y la EMT (210). 
En cuanto a su papel en la respuesta inmune, se conoce que TGFβ es el inmunosupresor 
fisiológico más potente en mamíferos. En este sentido, se ha observado que en muchos 
tumores se produce un aumento de la secreción de TGFβ que permite al tumor la utilización de 
esta citoquina para alterar el microambiente y regular la respuesta inmune (210, 267). De este 
modo, TGFβ puede actuar inhibiendo la expresión de factores citotóxicos liberados por 
linfocitos T en respuesta a una señal antigénica (268).  
Por otra parte, estudios en modelos animales han implicando a TGFβ en el proceso de la 
angiogénesis (269-271) Así, TGFβ induce la expresión de los factores proangiogénicos VEGF y 
CTGF (Connective Tissue Growht Factor) a través de las proteínas Smads (272, 273). Además, 
TGFβ regula la expresión, secreción y actividad de MMP-2 y MMP-9 y reduce la expresión del 
inhibidor de proteasas TIMP (274), todos ellos mecanismo que conllevan el aumento de la 
migración de células endoteliales requerido para la formación de nuevos vasos. 
Por último, una de las funciones más importantes de TGFβ en la progresión tumoral es la 
inducción de la EMT, favoreciendo la migración y la invasión de las células tumorales.  
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Figura 27. Efectos de TGFβ sobre la progresión tumoral. TGFβ posee un papel dual. En estadíos tempranos inhibe la 
proliferación induciendo apoptosis y parada del ciclo celular. A medida que el tumor progresa los efectos 
antiproliferativos se pierden y TGFβ induce el desarrollo tumoral a través de la inmunosupresión, angiogénesis y 
favoreciendo la migración, la invasión y la EMT.  
 
 
2.3 Papel de TGFβ en la EMT 
 
El efecto inductor de TGFβ sobre la EMT se obervó por primera vez en cultivos celulares 
tratados con TGFβ, donde las células epiteliales cambiaban de una forma cuboidal a una más 
alargada. Además, estos cambios morfológicos van asociados a una disminución de                   
la expresión de marcadores epiteliales y un aumento de la expresión de marcadores 
mesenquimales, acompañados de una mayor motilidad celular. Algunos mecanismos por los 
que TGFβ da lugar a una mayor invasión y capacidad metastática de las células tumorales son a 
través de la inhibición de la expresión de E-cadherina y al aumento de la expresión de genes 
mesenquimales como Snail, Vimentina o Fibronectina (75). Además, TGFβ también aumenta la 
expresión de integrinas asociadas a la invasión como α3β1 y proteasas de la matriz extracelular 
(275, 276). Muchos de estos efectos son indicativos de la inducción de la EMT y, en este 
sentido, se ha demostrado que dominantes negativos de TβR-I o TβR-II revierten la EMT en 
células de cáncer de colon, de mama y en modelos in vivo de cáncer de piel y mama (277-279).  
 
TGFβ puede inducir la EMT a través de mecanismos dependientes e independientes de Smads 
(figura 28). La participación de las Smad en la EMT se ha demostrado porque tanto la 
eliminación de Smad3/Smad4, como la sobrexpresión de Smad7, inhiben completamente este 
proceso (280). En este sentido, quizás el mecanismo más conocido por el que TGFβ induce la 
EMT sea el aumento de la expresión del factor de transcripción Snail a través de la interacción 
de Smads con el factor de transcripción HMGA2 (High Mobility Group A2) (281, 282). Además, 
TGFβ también regula la expresión de los factores ZEB y reprime la expresión de las proteínas 
Id, permitiendo la activación de los factores E12/E47 (283, 284). Todos estos efectos 
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convergen en la represión de E-cadherina, cuya regulación e implicación en la EMT se describió 
anteriormente. 
 
Asimismo, TGFβ también puede regular la EMT a través de la activación de ERK, de las GTPasas 
Rho y de PI3K, por un mencanismo independiente de la activación de Smads.  
En cuanto a la relación entre la vía Ras-RAF-MEK-ERK y TGFβ en la EMT y la tumorogénesis, 
varios estudios han relacionado el aumento de la actividad de esta vía con la EMT mediada por 
TGFβ. En este sentido, la inhibición farmacológica de MEK, la inhibición de la expresión de       
H-Ras oncogénico o la expresión de un dominante negativo de RAF restauran los efectos 
antitumorales de TGFβ (281, 285). Por otra parte, en células de carcinoma de páncreas la 
inducción de Snail1 por TGFβ únicamente se produce en presencia del mutante V12GK-Ras (286) 
y se ha demostrado que en células de carcinoma de colon, que sobrexpresan K-Ras mutado, 
TGFβ aumenta la agresividad de estas células (287). Además, estudios in vivo han demostrado 
que la sobreexpresión de Smad2 aumenta la metástasis en células con Ras activado (288). Otro 
hecho importante es que la vía de Ras induce un gran aumento de la secreción de TGFβ y una 
acumulación de Smads en el núcleo en células de carcinoma, lo que aumenta la tumorogénesis 
y la metástasis (289, 290).  
Por otra parte, como se ha comentado anteriormente, TGFβ también activa RhoA (figura 25), 
regulando la polimerización de actina (71), la formación de fibras de estrés y la destrucción de 
las uniones adherentes, todos ellos procesos necesarios para llevar a cabo la migración celular 
característica de la EMT. La activación de Rho se produce por la unión de TGFβ al TβR-II en las 
uniones adherentes (241); este receptor fosforila a Par6 permitiendo su interacción con 
Smurf1, lo que da lugar a la degradación de RhoA vía proteosomal (291). Así, se ha demostrado 
que la activación de Rho por TGF es necesaria para la transformación eficiente de fibroblastos 
por V12Ras y V600EB-RAF (292).  
Otras vías importantes como la de PI3K/AKT y la de Wnt también están implicadas en la EMT 
inducida por TGFβ. En este sentido, inhibidores de PI3K y de AKT impiden la disminución de     
E-cadherina inducida por TGFβ, así como la migración y la invasión celular (71). Respecto a la 
vía de Wnt, los mecanismos de cooperación entre esta vía y la de TGFβ se han atribuido a la 
formación de complejos transcripcionales entre las Smads y los factores transcripcionales 
TCF/LEF, de forma que estos complejos se unen al promotor de E-cadherina, reprimiendo su 
expresión, y aumentando la expresión de los marcadores mesenquimales Vimentina y 
Fibronectina (293).  
Finalmente, varios estudios han relacionado la EMT inducida por TGFβ con la expresión y la 
actividad de FAK, Src e ILK. En el caso de FAK, se ha observado que TGFβ aumenta las 
fosforilaciones de los residuos Y577, Y861 y Y925 en células hepáticas y que este aumento, es 
dependiente de la actividad de Src (294). Además, los marcadores mesenquimales inducidos 
por TGFβ, Fibronectina y MMP-9, disminuyen en presencia de dominantes negativos de FAK y 
de un inhibidor de Src. Adicionalmente, FAK y Src influyen en la localización y degradación de 
E-cadherina mediada por TGFβ (294).  
Respecto a ILK, se ha observado que TGFβ aumenta su expresión en células renales de una 
manera dependiente de Smads y que un dominante negativo de ILK sin actividad quinasa, 
bloquea la EMT inducida por TGFβ (53). Por último, el incremento de Fibronectina producido 
en la EMT se ha asociado con un aumento de la secreción de TGFβ dependiente de ILK, por lo 
que es posible que TGFβ e ILK formen un ciclo de regulación positiva (295). 
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En cuanto al papel de TGFβ en tiroides, se demostrado la producción, la secreción de TGFβ y la 
expresión de receptores específicos de TGFβ, en células tiroideas normales y tumorales. 
Además, se ha demostrado que TGFβ suprime la expresión de genes específicos de tiroides en 
tirocitos de rata, lo que conduce a una desdiferenciación de estas células, transformándolas en 
células con un fenotipo de características similares al de células tumorales tiroideas (296). En 
este sentido, tambien se ha demostrado, mediante ensayos de expresión génica con 
“microarrays”, una sobrexpresión de genes de la vía de TGFβ en regiones invasivas de estos 
tumores respecto a regiones centrales del tumor primario (297), lo que indica que esta 
citoquina puede ser responsable de la EMT en este tipo de células.  
 
 
 
 
 
Figura 28. Mecanismos mediados por TGFβ en la inducción de la EMT. TGFβ puede inducir la EMT a través de 
múltiples mecanismos dependientes e independientes de Smads. Todos ellos dan lugar a una inhibición de 
marcadores epiteliales y a un aumento de marcadores mesenquimales, acompañados por un incremento de la 
migración celular y una mayor capacidad de invadir tejidos.  
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El cáncer de tiroides es la patología endocrina más frecuente en los países desarrollados. 
Estadíos tempranos de este tipo de cáncer responden muy bien a las terapias convencionales 
de radioterapia y ablación tiroidea. Sin embargo, un porcentaje de pacientes muere como 
consecuencia de la metástasis producida por la propagación tumoral a sitios distales. Por ello, 
es fundamental estudiar los mecanismos moleculares implicados en este proceso y descubrir 
nuevas dianas terapéuticas.  
Nuestro grupo lleva años interesado en el papel del oncogén V600EB-RAF y la vía de MEK-ERK en 
los procesos implicados en el desarrollo tumoral, tales como la proliferación y la supervivencia 
celular. V600EB-RAF se expresa en numerosos tipos de cáncer y, particularmente, está presente 
en un porcentaje muy elevado de tumores tiroideos. En este tipo de tumores  también se han 
encontrado otras alteraciones que, al igual que el mutante V600EB-RAF, conducen a una 
hiperactivación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK. Sin embargo, los tumores tiroideos que poseen la 
mutación V600EB-RAF se han asociado con una mayor agresividad, recurrencia y un peor 
pronóstico que el resto, sugiriendo mecanismos alternativos a la activación de ERK por los que 
V600EB-RAF promueve la progresión tumoral y conduce a una mayor agresividad tumoral. En 
este sentido, se desconocen muchos de los mecanismos moleculares mediados por V600EB-RAF 
asociados a los procesos responsables de la progresión tumoral, tales como la migración y la 
invasión celular.  
 
Por otra parte, el TGFβ es una citoquina multifuncional que también se ha asociado a la 
progresión tumoral y a una mayor capacidad de producir metástasis. Así, el TGFβ aumenta el 
fenotipo migratorio e invasivo de las células tumorales, mayoritariamente, a través de su 
capacidad de inducir el proceso de la transición epitelio-mesénquima (EMT).  
 
Por todo esto, dada la importancia de descubrir nuevos sustratos y rutas de señalización 
reguladas por V600EB-RAF, junto con el  hecho de que los efectos de TGFβ no se conozcan en 
detalle en células tumorales tiroideas hizo que, en este trabajo nos planteáramos los 
siguientes objetivos: 
 
 
1. Determinar el papel de V600EB-RAF en los procesos de migración e invasión celular en células 
tumorales tiroideas. 
 
2. Estudiar el papel de V600EB-RAF en la EMT y los mecanismos moleculares regulados por este 
oncogén.   
 
3. Analizar el papel de TGFβ en la EMT, así como sus efectos sobre la migración y la invasión 
celular.  
 
4. Estudiar la relación entre V600EB-RAF y TGFβ, e identificar nuevos mecanismos reguladores de 
la progresión tumoral asociados a estas dos proteínas.    
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1. MATERIALES 
 
Cultivos celulares 
 
- Los medios de cultivo, el suero fetal bovino (FBS), el piruvato sódico, los antibióticos, el PBS y 
la solución de Tripsina-EDTA se obtuvieron de Gibco-Invitrogen. 
- Los frascos y placas de cultivo de plástico estériles fueron de dos marcas comerciales: 
NuncTM Brad Products y Falcon Becton Dickinson Labware. 
 
Tratamientos celulares 
 
En la Tabla 1 se especifican los diferentes compuestos usados en los tratamientos celulares en 
este estudio, así como la concentración final a la que se usaron, la casa comercial que los 
suministró y las dianas moleculares de los mismos. 
 
Tabla 1. Compuestos utilizados 
 
Compuesto 
Concentración                   
de uso 
Casa comercial Diana molecular 
PLX4720 5 M Axon Medchem 
V600E
B-RAF 
U0126 10 M Promega MEK 
SB431542 10 M SIGMA ALK-4, -5, -7 
SU6656 10 M SIGMA Src 
TGFβ 5ng/mL R&D SYSTEMS TβR-II 
 
Transfecciones transitorias: siRNA y vectores de expresión 
 
- Las transfecciones transitorias se realizaron utilizando Lipofectamine™ Transfection Reagent y 
medio Opti-MEM de Gibco-Invitrogen.  
- Los oligonucléotidos utilizados en los experimentos de ARN de interferencia (siRNA)  para 
silenciar B-RAF, FAK (PTK2), ILK así como el control de transfección (scrambled o sc) fueron 
suministrados por Ambion (Applera Hispania). 
 
Las secuencias utilizadas fueron:  
 B-RAF: 5’-CAGUCUACAAGGGAAAGUGtt-3’ y su complementaria.  
 Snail1: 5-GAAUGUCCCUGCUCCACAAtt-3´ y su complementaria. 
 FAK (PTK2): 5´-GGGAGAAGUAUGAGCUUGCtt-3´ y su complementaria. 
 ILK: 5´-GGGCAAUGACAUUGUCGUGtt-3´ y su complementaria. 
 Control de la transfección, sc (scrambled): se utilizó un oligo con la secuencia de B-RAF 
desordenada y su complementaria.  
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- El oligonucleótido utilizado para el silenciamiento de Snail1 (Silencer® Select Pre-Designed & 
Validated siRNA) fue adquirido de Invitrogen. 
- El plásmido pcDNA3-Snail que contienen la secuencia correspondiente al gen de Snail1  fue 
generosamente cedido por la Dra. Amparo Cano (Instituto de Investigaciones Biomédicas IIB, 
CSIC‐UAM, Madrid). 
 
Transfecciones estables. Transducción con lentivirus 
 
- Para las transfecciones estables se utilizaron los vectores pGL12, pMD2.G y psPAX2, cedidos 
amablemente por la Dra. Benilde Jiménez (IIB, CSIC-UAM, Madrid). 
- El vector genómico lentiviral FG12V contiene una región de clonaje, la secuencia del gen de la 
proteína fluorescente verde (GFP) y un gen de resistencia a Zeocina. 
- El vector pMD2.G contiene los genes de la envuelta del virus. 
- El vector psPAX2 contiene los genes virales de empaquetamiento. 
 
 
Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados 
 
Anticuerpo Casa comercial Concentración 
Peso Molecular 
(kDa) 
Especie 
B-RAF Santa Cruz 1:500 89 Ratón 
-tubulina SIGMA 1:5000 55 Ratón 
p-ERK SIGMA 1:2500 44/42 Ratón 
ERK-2 Santa Cruz 1:1000 44/42 Ratón 
HA SIGMA 1:500 Proteína interés Ratón 
Snail1 Cell Signalling 1:500 29 Conejo 
E-cadherina BD Transduction 1:2500 120 Ratón 
p-Smad2 Cell Signalling 1:500 52,6 Conejo 
Smad2/3 BD Transduction 1:1000 58 Ratón 
Vimentina Santa Cruz 1:500 57 Ratón 
Fibronectina Santa Cruz 1:1000 220 Conejo 
ILK Cell Signalling 1:500 51 Conejo 
p-FAK(Y397; 
Y576;Y577;  Y861; 
Y407) 
Biosource 1:1000 125 Conejo 
FAK BD Transduction 1:1000 125 Ratón 
Src Cell Signalling 1:1000 60 Conejo 
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Preparación de extractos celulares y determinación de proteínas 
 
- Los inhibidores de proteasas y fosfatasas benzamidina, pepstatina, leupeptina, aprotinina, 
PMSF, NaF, Na3VO4 así como la albúmina sérica bovina (BSA) se obtuvieron de SIGMA. 
- El reactivo de Bradford Protein Assay se adquirió de BIO-RAD. 
 
Inmunodetección de proteínas: western blot 
 
- La solución de acrilamida al 40% para realizar los geles de electroforesis se obtuvo de los 
laboratorios Condalab, con la proporción 29:1 Acrilamida: Bisacrilamida.  
-  Los marcadores de peso molecular y el resto de reactivos y materiales necesarios para la 
electroforesis de proteínas se adquirieron de BIO-RAD.  
- Las membranas de PVDF, el sistema ECL y las películas fotográficas Hyperfilm fueron 
proporcionadas por GE Healthcare. 
- La detección de las proteínas se realizó mediante el uso de los anticuerpos primarios 
específicos que se detallan en la tabla 2 y los anticuerpos secundarios anti-ratón (SIGMA) y 
anti-conejo (Dako Citomation) conjugados con peroxidasa (HRP, Horseradish Peroxidase), a 
una concentración 1:10000 y 1:5000 respectivamente. 
- Para los ensayos de inmunoprecipitación se utilizó Proteína G-Sefarosa de SIGMA. 
 
Secuenciación 
 
- La reacción de amplificación se llevó a cabo mediante el kit Inmolase DNA Polymerase de 
Bioline. 
- Los cebadores específicos fueron obtenidos comercialmente de Invitrogen y su secuencia se 
detalla en la tabla 3.  
 
Tabla 3. Cebadores utilizados en secuenciación 
 
Gen de Interés Cebador izquierdo Cebador derecho 
B-RAF 5´-AAC ACA TTT CAA GCC CCA   AA- 3´ 5´-AGC ATC TCA GGG CCA   AAA AT-3´ 
 
 
- La purificación del ADN se realizó con el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit  de 
GE Healthcare.  
- La reacción de secuenciación se realizó con el kit de Applied Biosystems BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit.  
- El secuenciador utilizado fue el 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems. 
 
Extracción de ARN y retrotranscripción 
 
- La extracción y aislamiento del ARN total se realizó con el reactivo comercial Trizol Reagent 
de Gibco-Invitrogen. 
- La reacción de retrotranscripción se desarrolló con el kit de Invitrogen RT-PCR system. 
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PCR a tiempo real 
 
- Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en la mezcla optimizada Fast Start Taqman 
Probe Master de Roche, que contiene Taq-polimerasa,  dNTPs y MgCl2..  
- Las sondas de hidrólisis comerciales fueron sondas taqman de la Universal ProbeLibrary Set, 
Human de Roche.  
- Los cebadores específicos fueron obtenidos comercialmente de Invitrogen. Las secuencias 
específicas de cada sonda y de los cebadores utilizados para cada gen se detallan en la tabla 4. 
- El termociclador utilizado fue 7500 Fast Real Time PCR System de Applied Biosystem. 
 
 
Tabla 4. Sondas de hibridación y cebadores utilizados 
 
Gen de Interés Sonda Taqman Cebador izquierdo Cebador derecho 
GAPDH 5´-CTG GGG CT-3´ 
5´-TCC ACT GGC GTC TTC 
ACC-3´ 
5´-GGC AGA GAT GAT GAC 
CCT TTT-3´ 
E-cadherina 5´-CCA GGA GG-3´ 
5´- GAA TGA CAA CAA GCC 
CGA AT-3´ 
5´-GAC CTC CAT CAC AGA  
GGT TCC-3´ 
ILK 5´-GCA GCC AG-3´ 
5´-TAA TGA ACC GTG GGG 
GAT GA-3´ 
5´-TGC CTT GTA CTG CAA 
TAG CTT C-3´ 
Snail 5´-CTT CCA GC-3´ 
5´-GCT GCA GGA CTC TAA 
TCC AGA-3´ 
5´-ATC TCC GGA GGT GGG 
ATG-3´ 
 
 
 
Detección de TGFβ mediante inmunoensayo 
 
- Para la determinación de la cantidad de TGFβ1 en el medio de cultivo se utilizó el kit TGF- β1 
Emax ImmunoAssay System de Promega. 
 
Ensayos de Migración e Invasión 
 
- El Colágeno I se obtuvo de SIGMA. 
- Las cámaras transwells utilizadas Corning HTS Transwell-24 well permeable support, pore size 
8 μm, polycarbonate membrane  se adquirieron de SIGMA. 
- Los pocillos con matriz extracelular adherida a su superficie Matrigel Invasión Chambers, 8µm 
se obtuvieron de Becton Dickinson and Company (BD). 
 
Ensayo de viabilidad celular 
 
- El reactivo 3-(4,5-Dimethythiazol–2-yl)-(2,5-diphenyltetrazolium) bromide ó MTT y el dimetil 
sulfóxido (DMSO) se obtuvieron de SIGMA y de PANREAC respectivamente.  
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Análisis del contenido celular de ADN por marcaje con ioduro de propidio 
 
- El ioduro de propidio y la ribonucleasa A se obtuvieron de SIGMA.  
 
El resto de los reactivos y productos utilizados (sales, solventes orgánicos, bases y ácidos 
inorgánicos, detergentes, etc.) fueron de la máxima pureza disponible y se obtuvieron de 
distintas casas comerciales (Merck, SIGMA, Roche, Panreac, Bio-Rad). 
 
 
2. MÉTODOS 
 
2.1. Líneas celulares y condiciones de cultivo. 
 
Para la realización de este trabajo se utilizaron tres líneas celulares de cáncer de tiroides, todas 
ellas derivadas de células foliculares. A continuación se describen las características de dichas 
líneas celulares.  
 
 WRO: Línea de Carcinoma Folicular Tiroideo que contiene la proteína B-RAF silvestre            
(WT B-RAF). Fue cedida por el Dr. Alfredo Fusco (Università degli Studi di Napoli 
"Federico II", Napoles, Italia). 
 8505C: Línea de Carcinoma Anaplásico Tiroideo que contiene la forma oncogénica de 
la proteína B-RAF, V600EB-RAF. Fue cedida por el Dr. Máximo Santoro (Università degli 
Studi di Napoli "Federico II", Napoles, Italia).        
 BHT101: Línea de Carcinoma Anaplásico Tiroideo que contiene la forma oncogénica de 
la proteína B-RAF, V600EB-RAF. Fue cedida por el Dr. Máximo Santoro (Università degli 
Studi di Napoli "Federico II", Napoles, Italia).        
 
Las tres líneas celulares se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)  
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1 mM piruvato sódico y 1% de antibióticos 
(Penicilina, Estreptomicina, Fungizona). Los cultivos se mantuvieron en frascos de 75 cm2 a    
37 ºC, con atmósfera húmeda y 5% de CO2, en un incubador Forma Scientific. 
La división de los cultivos se realizó cada 3 ó 4 días. Tras alcanzar la confluencia, las células se 
lavaron con PBS y se despegaron de la superficie de los frascos de mantenimiento mediante la 
incubación a 37 ºC con una solución de tripsina-EDTA (0,5 g/L de tripsina y 0,2 g/L de EDTA    
en PBS) durante aproximadamente 5min, dependiendo de la línea celular. La tripsina existente 
en la suspensión celular se neutralizó con medio completo (10% FBS). Las células se contaron 
utilizando un hemocitómetro y un microscopio de contraste de fases Leica DMIL. Para su 
mantenimiento, las células se sembraron en nuevos frascos de cultivo a una densidad 
aproximada entre 700 y 1200 células/cm2, según la línea celular. Para los distintos 
experimentos las células se sembraron en placas de 6, 12, o 24 pocillos o en placas p100, 
aproximadamente 16 horas antes de comenzar el tratamiento correspondiente. La densidad 
celular y el tiempo de cada tratamiento dependieron del experimento que se realizó, por lo 
que se especifican posteriormente en cada tipo de ensayo. 
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2.2. Transfecciones transitorias: siRNA y vectores de expresión. 
 
Como norma general en todas las transfecciones transitorias, el día anterior a la transfección 
se sembraron 250.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos con un volumen final de 2mL 
por pocillo.  
 
Transfección de ARN pequeños de interferencia (siRNA). 
 
Las células se transfectaron con ARN de doble cadena (siRNA) específico para cada proteína. 
Para ello, se diluyeron 100 pmoles de siRNA en medio Opti-MEM hasta un volumen final de   
100 µL y en otro tubo  4 µL de Lipofectamina se llevaron hasta un volumen de 100 µL en el 
mismo medio. A continuación se mezclaron ambas soluciones y se incubaron 20min a 
temperatura ambiente. Durante este tiempo las células se lavaron 2 veces con PBS y las células 
se mantuvieron en por 800 µL de Opti-MEM. Posteriormente, se añadieron a este medio los 
200 µL de la mezcla de siRNA y Lipofectamina. En el caso de las células WRO y 8505C, éstas se 
incubaron durante 6 horas y posteriormente se retiró el medio de la transfección, se lavaron 2 
veces con PBS y se incubaron en medio de cultivo durante 72h. En el caso de las células 
BHT101, transcurridas las 6h de incubación se suplementaron con 1mL de medio al  10% FBS y 
al día siguiente se procedió de igual manera que con las otras líneas celulares. Transcurridas  
72 h desde la transfección se realizaron los análisis correspondientes a cada experimento. 
Como control de la eficacia de la transfección, en cada experimento, se analizaron los niveles 
de expresión de la proteína diana. 
 
 
Transfección de vectores de expresión. 
 
Mediante esta técnica se sobreexpresó en las células la proteína exógena Snail1. Se transfectó 
1µg de pcDNA de Snail1, mientras que en los controles se transfectaron 1µg de plásmido vacío 
(Plink). Para ello, se preparó la mezcla de ADN plasmídico en 16 µL de Opti-MEM. Por otra 
parte, 4 µL de Lipofectamina se diluyeron en 16 µL de Opti-MEM. Ambas soluciones se 
mezclaron y se incubaron 20 min a temperatura ambiente. Durante ese tiempo las células se 
lavaron 2 veces con PBS y se mantuvieron en 800µL de Opti-MEM. Transcurridos los 20 min de 
incubación se añadieron 168µL de Opti-MEM a la mezcla y los 200µL totales se adicionaron a 
las células, las cuales se incubaron durante 6h a 37ºC. Pasado ese periodo de tiempo se 
reemplazó el medio de transfección por el medio de cultivo habitual. El efecto de la 
sobreexpresión se analizó a las 48 o 72h post-transfección dependiendo del experimento. 
 
 
2.3. Transfecciones estables. Transducción con lentivirus 
 
Producción y purificación de vectores lentivirales que expresen V600EB-RAF 
 
Para la producción de lentivirus, se obtuvieron los vectores necesarios de la compañía 
Addgene. Una vez purificados de bacterias se procedió, usando los procedimientos estándar 
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de clonaje, a la introducción de el gen que codifica para V600EB-RAF unido al epítopo HA en el 
vector genómico viral pFG12.  
 
Transfecciones para la producción de virus en células 293T 
 
La línea celular 293T se transfectó utilizando fosfato cálcico. Para la transfección se sembraron 
7 x 106 células 293T, en placas de p100, 24 horas antes de la transfección. Previamente a la 
transfección el medio de cultivo se sustituyó por medio completo DMEM sin antibióticos y 
suplementados con 10% de FBS y se procedió a realizar la transfección. Para ello, se preparó 
una mezcla de los plásmidos pMD2.G, psPAX2  y pFG12. A continuación, se procedió a realizar 
la transfección añadiendo al medio de cultivo los precipitados de fosfato cálcico-ADN formados 
por la mezcla de agua, CaCl2 2M, ADN y HBS (NaCl 1.6% (p/v), Hepes 1.2%(p/v) y Na2HPO42H2O 
0.026% (p/v)) en un volumen final 2,5 ml. El tiempo de incubación de las células con los 
precipitados fue 16 horas. Posteriormente se sustituyó este medio por medio completo 
normal. El tercer y cuarto día se procedió a la recolecta del sobrenadante donde se encuentran 
los virus formados y se sustituyó por medio completo fresco. Finalmente se procedió a la 
titulación de las partículas virales.  
 
Transducción de células WRO 
 
Las células WRO se infectaron con lentivirus control (FG12 Mock) o con lentivirus que 
contenían el gen que codifica para V600EB-RAF (FG12-V600EB-RAF o FG12 VE).   
Las células WRO se sembraron en 8 frascos de 12,5cm2 a una confluencia de 11000 células/cm2 
16 h antes de la infección. El día después se realizaron distintas diluciones de los lentivirus para 
conseguir distintas multiplicidades de infección (MOI), calculadas según el título de las 
suspensiones lentivirales. Posteriormente se retiró el medio de cultivo de las células y se 
realizaron diferentes infecciones con los lentivirus que expresaban o no V600EB-RAF. A las 8 h de 
la infección se cambió el medio de las células y se mantuvieron en DMEM 10% FBS con Zeocina 
50 µg/mL incubándolas a 37ºC y 5% CO2. Las células se seleccionaron con este antibiótico 
durante dos semanas antes de ser utilizadas. 
 
- Título suspensión lentivirus FG12 Mock: 6,7x106 TU/mL 
- Título suspensión lentivirus FG12-V600EB-RAF: 6,7x106 TU/mL 
- MOI utilizadas: Para FG12  Mock 60; 30; 20 y 10 y para FG12-V600EB-RAF 15; 7,5 y 5. 
 
2.4. Preparación de extractos celulares totales y determinación de la concentración de 
proteínas 
 
Una vez terminados los tratamientos correspondientes, las células se lavaron 2 veces con PBS 
frío y se mantuvieron en hielo durante todo el proceso de extracción. Los extractos de 
proteínas procedentes de cada pocillo se prepararon mediante la adición de tampón de 
extracción y dilución en proporción 1:4. La composición de dichos tampones fue la siguiente: 
 
- Tampón de extracción: 20 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 5% (v/v) de glicerol, 1,5 M KCl, 1% 
(v/v) Tritón X-100, 0,3% (v/v) β-mercaptoetanol, 5 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 50 µM fenil-
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metil-sulfonil fluoruro (PMSF), 1 mM benzamidina, 5 µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina A y 
5 µg/ml aprotinina. 
 
- Tampón de dilución: 20 mM Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 10% (v/v) glicerol, 1% (v/v) Tritón X-
100, 0,3% β-mercaptoetanol, 5 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 50 µM PMSF, 1 mM benzamidina, 5 
µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina A y 5 µg/ml aprotinina.  
 
Los experimentos se realizaron generalmente en placas de 6 pocillos a los que se añadieron   
40 µl de tampón de extracción; posteriormente, se levantaron las células con la ayuda de un 
raspador de plástico y, a continuación, se añadieron 160 µl de tampón de dilución a dichos 
extractos celulares. Éstos, se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron a 16000 x g 
(Centrífuga 5415R Eppendorf) durante 5 min a 4ºC. El sobrenadante se pasó a otro tubo y se 
guardó a -80ºC hasta su utilización.  
La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford siguiendo el protocolo 
descrito por el proveedor y utilizando albúmina de suero bovino (BSA) para construir la curva 
patrón. 
 
2.5. Electroforesis y electrotransferencia de proteínas a membrana de PVDF (Western blot) 
 
Las proteínas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de un 8%, 10 o 
12%, dependiendo del tamaño de la proteína de interés, en condiciones reductoras y 
desnaturalizantes (SDS-PAGE), en presencia de tampón 25 mM Tris base pH 8.3, 190 mM 
glicina y 0,1% SDS. Las muestras para la electroforesis se prepararon añadiendo 1/4 parte     
del volumen total, de tampón de carga 4X (0,25 M Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 0,5%                            
β-mercaptoetanol, 20% glicerol y azul de bromofenol) e hirviéndolas 5 min a 96 ºC. Finalizada 
la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF mediante 
transferencia en húmedo durante 75 min a un amperaje constante de 400 mA. Se utilizó un 
tampón de transferencia que contenía 25 mM Tris base pH 8.3, 190 mM glicina, 0,01% SDS y 
20% de metanol. Al finalizar la transferencia, la membrana se tiñó con el colorante Rojo 
Ponceau (0,5% Rojo Ponceau, 5% ácido acético) para comprobar que las proteínas se habían 
transferido correctamente. 
 
2.6. Inmunodetección de proteínas 
 
Después de la transferencia y con el objetivo de bloquear los sitios de unión inespecíficos, las 
membranas se incubaron con una solución bloqueo compuesta de TTBS (20 mM Tris, 137 mM 
NaCl, 0,1% Tween 20) y 5% leche desnatada ó 5% de BSA (para la detección de proteínas 
fosforiladas) durante una hora a temperatura ambiente. La immunodetección se llevó a cabo 
incubando la membrana durante dos horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4ºC con 
el anticuerpo primario correspondiente en solución de bloqueo. Posteriormente, se realizaron 
3 lavados de 5 min con TTBS y las membranas se incubaron una hora a temperatura ambiente 
con el anticuerpo secundario específico, conjugado con peroxidasa de rábano diluido en 1% de 
leche o BSA en TTBS. Por último, se realizaron 3 lavados de 10min con TTBS y las proteínas se 
detectaron mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema de ECL en películas 
fotográficas de alta resolución.  
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2.7. Rehibridación de las membranas  
 
En el caso de tener que detectar otra proteína diferente en la misma membrana, se utilizó una 
solución ácida para eliminar los anticuerpos anteriores (2% SDS, 50 mM Glicina, pH 2.2) con la 
que se separaron los anticuerpos primarios y secundarios de la membrana correspondiente. La 
extracción de los anticuerpos (stripping) se llevó a cabo durante 15min a Tª ambiente y, a 
continuación, se realizaron 3 lavados de 10min con TTBS. La membrana se rehibridó con los 
nuevos anticuerpos específicos y se repitió el proceso del apartado 2.6.  
 
2.8. Inmunoprecipitación (IP)  
  
Para la realización de estos experimentos se sembraron  1x106 células en placas p100. Una vez 
adquirida la confluencia celular y tras los tratamientos oportunos se extrajo la proteína total 
mediante la adición de 300µL de tampón de lisis de inmunoprecipitación (IP) (50mM Tris base, 
1mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 50 µM fenil-metil-
sulfonil fluoruro (PMSF), 1 mM benzamidina, 5 µg/ml leupeptina, 5 µg/ml pepstatina A y 5 
µg/ml aprotinina. pH 7,5).  Posteriormente, se levantaron las células y se determinó la cantidad 
de proteínas como se expone en el apartado 2.4.  
Previamente al comienzo de la IP se lavó la proteína G-Sefarosa (35µL por muestra)  dos veces 
con tampón de lavado (este tampón se preparó igual que el Tampón de lisis IP con la 
excepción de que no se añadió Tritón X-100). Con el fin de evitar uniones inespecíficas, a 
continuación se añadió 1 mg de proteína total a 25 µL de proteína G-Sefarosa y la mezcla se 
mantuvo en rotación durante 1h a 4ºC. Posteriormente el sobrenadante (muestra) se separó 
de la proteína G-Sefarosa mediante centrifugación a 1500 x g a 4ºC. A continuación la muestra 
se incubó con 3 µg de anticuerpo específico en rotación durante toda la noche a 4ºC. 
Finalizado este periodo, se adicionó proteína G-Sefarosa (35µL por muestra), dejándo la 
mezcla nuevamente en rotación durante 2h a 4ºC. A continuación, la proteína G-sefarosa 
unida al complejo antígeno-anticuerpo se separó del sobrenadante mediante centrifugación a 
1500 x g durante 1 min. El precipitado se lavó 3 veces con tampón de lavado y, finalmente, se 
añadió 35µL de tampón de carga 2x. Tras hervir la muestra durante 10min a 95ºC, ésta se 
cargó en un gel de poliacrilamida para proceder a la inmunodetección de proteínas. 
 
2.9. Inmunofluorescencia 
 
Otra de las técnicas utilizadas para la detección de proteínas, así como para determinar su 
localización subcelular fue la inmunofluorescencia. Para ello, se utilizaron anticuerpos 
específicos contra las proteínas de interés y anticuerpos secundarios conjugados con 
moléculas fluorescentes. Se sembraron 250.000 células en placas de 6 pocillos y tras los 
diferentes tratamientos las células se fijaron con para-formaldehido al 4% en PBS durante       
15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se 
permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Tras 
lavar de nuevo con PBS, se bloqueó con BSA al 1% durante 30min a 37ºC. Después, las 
muestras se incubaron con el anticuerpo primario (1:100) en BSA 1% en PBS 4 h a temperatura 
ambiente. A continuación las células se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con un 
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anticuerpo secundario conjugado con el fluoróforo Alexa-488 o Alexa-633 (1:2000) también 
diluído en BSA 1 durante 1 hora a 37ºC. Las muestras se montaron en portaobjetos con líquido 
de montaje que contenía DAPI (4',6-Diamidino-2-fenil indol), para teñir también los núcleos 
celulares. Finalmente, las preparaciones se dejaron secar durante 2 h a temperatura ambiente 
en ausencia de luz, y se analizaron mediante un microscopio confocal Leica TCS-SP5. 
 
2.10. Secuenciación 
 
Mediante esta técnica se detectó la secuencia correspondiente a un fragmento del gen de         
B-RAF que incluye la mutación T1799A. Esta técnica se llevo a cabo en tres etapas: extracción 
de ADN, PCR, y purificación del ADN a partir del gel de agarosa. 
  
Extracción de ADN 
 
En primer lugar, el ADN se extrajo partiendo de un flask de 75 cm2 de cada línea celular. Para 
ello, las células se resuspendieron en 5mL de un tampón compuesto por 50 mM Tris pH 8,8; 
100 mM NaCl; 5mM EDTA y 1% SDS al que se añadió 0,1 mg/mL de proteinasa K y se incubaron 
toda la noche a 37ºC. A continuación se añadió 1,5M NaCl y tras mezclarlo enérgicamente se 
centrifugó a 4.000 x g durante 15 min. El sobrenadante se mezcló en una proporción 1:1 con 
isopropanol y posteriormente se centrifugó a 4.000 x g durante 5 min. Posteriormente, el 
precipitado obtenido se resuspendió en 1mL de etanol al 70%, se centrifugó a 4.000 x g 
durante 5 min y el precipitado de ADN se lavó 3 veces con etanol al 70%. Finalmente, el ADN 
se resuspendió en 50 µL de tampón TE (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA), se midió la 
concentración y se llevó a una concentración final de 20 ng/µL.       
 
PCR 
 
Se amplificaron 20 ng de ADN junto con una mezcla de reacción que contenía Tampón de 
reacción 10x (200 µM dNTPs; 1,5 mM Cl2Mg; 0,4 µM cebadores específicos (tabla 3) y           
0,03 µg/µL Taq polimerasa). Esta mezcla de reacción se llevó hasta 25 µL con agua miliQ y se 
sometió a PCR con un ciclo inicial de desnaturalización de 94ºC durante 7min, seguido de 35 
ciclos de amplificación, cada uno de los cuales constó de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a  
58 ºC, y 30 segundos a 72ºC.  
 
Purificación del ADN 
 
El producto de la amplificación se separó en un gel de agarosa al 1,5% a un voltaje constante 
de 120V. A continuación, el ADN se purificó del gel mediante el kit GFX™ PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit de GE Healthcare según instrucciones del fabricante. Finalmente, se 
sometieron las muestras a la reacción de secuenciación y posteriormente, se analizaron las 
secuencias mediante el programa BioEdit Sequence Alignment Editor.   
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2.11. Extracción de ARN y retrotranscripción 
 
Para el aislamiento del ARN total se utilizó el reactivo Trizol (Gibco) siguiendo el método 
descrito por el fabricante. 
Una vez aislado y cuantificado el ARN se procedió a la retrotranscripción del mismo. La  
reacción se llevó a cabo en 20 µL totales. Inicialmente se preparó una mezcla compuesta por 
cebadores específicos de unión a la cola poli-A del mRNA (2,5 µM Oligo DT), 
desoxirribonucleótidos (1 mM dNTP) y el volumen de ARN correspondiente a 4 µg del mismo. 
Esta mezcla se llevó a un volumen de 12 µL con agua libre de RNAasas y fue sometida a 
calentamiento durante 5 min a 65ºC con el fin de  evitar la formación de estructuras 
secundarias en el ácido nucleico aislado. Durante este proceso se preparó la mezcla de 
reacción formada por 1 x tampón de síntesis (5mM DTT, 2 U/µl inhibidor de RNAasa, 0,75 U/µl 
enzima retrotranscriptrasa y agua libre de RNAasas). Se añadieron 8 µL de la mezcla de 
reacción y los 20 µL totales se incubaron a 50ºC durante 60 min. Terminada la reacción se 
añadió 0,1 U/ µl RNasaH y se incubó 20 min a 37ºC. El cDNA obtenido se almacenó a -20ºC 
hasta su utilización. 
 
2.12. PCR a tiempo real (Q-PCR) 
 
El producto de la retrotranscripción fue sometido a amplificación mediante PCR a tiempo real.          
El volumen final de reacción fue 20 µL, de los cuales 15 µL fueron de mezcla de reacción         
(1x Fast Start Taqman Probe Master,  0,25 µM Sonda Taqman, 1 µM cebadores) y 5 µL de 
cDNA.  
La amplificación se realizó con un ciclo inicial de desnaturalización a 95ºC durante 10min, 
seguido de 40 ciclos de amplificación, cada uno de los cuales constó de 15 segundos a 95ºC y 
60 segundos a 62ºC. Finalmente, se llevó a cabo una cuantificación relativa del producto de la 
amplificación del cDNA utilizando el método del ΔΔCt. 
 
2.13. Detección de la cantidad de TGF-β1 mediante inmunoensayo 
 
Mediante estos ensayos se determinó la concentración de TGF-β1 activo en el medio. Para 
ello, se sembraron 250.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos y se incubaron hasta 
alcanzar una confluencia del 90%. Una vez hechos los tratamientos oportunos, el medio se 
cambió por 0,75 mL de DMEM sin suero y se incubaron durante 24h. El procedimiento para 
realizar estos experimentos fue el indicado por el fabricante. 
  
2.14. Ensayos de migración “cierre de herida” 
 
Este ensayo permite determinar y comparar la migración celular en distintas condiciones a 
través del cierre de una herida artificial efectuada sobre la superficie celular. Se sembraron 
250.000 células en placas de 6 pocillos y se incubaron hasta que alcanzaron una confluencia 
del 85-90%. Posteriormente, se hizo la “herida” en la superficie celular con una punta de 
micropipeta de 200µL, se lavó 3 veces para retirar las células levantadas y se fotografiaron las 
células a tiempo 0. A continuación, las células se incubaron en medio libre de suero y, tras los 
tratamientos correspondientes, se tomaron fotografías de la “herida” a diferentes tiempos.  
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2.15. Ensayos de Migración en cámaras transwells 
 
Las cámaras transwell constan de dos compartimentos: uno superior (inserto), cuya base es 
una membrana de policarbonato con poros de 8 μm que se recubrió con colágeno tipo I (CGI)  
para favorecer la adhesión celular y la activación de los mecanismos responsables de la 
motilidad celular, y otro inferior, donde se añadió medio DMEM al 10% FBS. El CGI se utilizó a 
una concentración final de 0,1 mg/mL en ácido acético 0,1 N y se añadieron 50 µL de esta 
solución a cada transwell. Posteriormente, los transwells se incubaron a 37ºC sin humedad 
durante 24h.  
Para estos ensayos se sembraron 250.000 células en placas de 6 pocillos y tras los tratamientos 
oportunos se levantaron con 200 µL de tripsina. Esta última se neutralizó con 1 mL de DMEM 
al 10% FBS y posteriormente las células se centrifugaron a 1.500 x g  durante 5 min. A 
continuación, las células se resuspendieron en 2 mL de DMEM libre de FBS y se contaron con el 
hemocitómetro. En el compartimento superior se añadieron 200 µL con 25.000 células y en el 
inferior se añadieron 600 µL de DMEM 10% FBS como factor quimioatrayente. Las células se 
incubaron a 37 ºC durante 24 h. Tras ese tiempo, las células se fijaron con 10% ácido 
tricloroacético (TCA) durante 15min a temperatura ambiente y, posteriormente, se tiñeron con 
una solución compuesta por 0,5%   cristal violeta en 25% de metanol durante 1 h a 
temperatura ambiente. Las células de la cara superior, que no atravesaron la membrana, se 
eliminaron con un bastoncillo de algodón mientras que las células de la cara inferior, que 
migraron, se fotografiaron (al menos 3 campos) para proceder a su cuantificación. Además, 
una vez fotografiadas, las células se despegaron con 30% ácido acético y se  leyó la 
absorbancia a 595nm. Al analizar los datos se comprobó que las absorbancias eran 
proporcionales a los valores obtenidos en el recuento celular.  
 
 
Figura 29. Ensayos de migración e invasión. Representación de las cámaras transwell tratadas con CGI para los 
ensayos de migración y las cámaras con matrigel en el caso de los ensayos de invasión. A las 24h de incubación las 
células que atravesaron el inserto se tiñeron con cristal violeta, se fotografiaron y se cuantificaron.  
 
2.16. Ensayos de Invasión 
 
Para este tipo de ensayos se utilizaron insertos similares a las cámaras transwells, pero con la 
diferencia de que la membrana está formada por una matriz artificial fabricada con 
componentes de la matriz extracelular (Matrigel). Estos insertos se atemperaron añadiendo 
DMEM libre de suero e incubándolos a 37ºC durante al menos 1h antes de añadir las células. El 
resto de condiciones fueron las mismas que en el apartado 2.14.  
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2.17. Ensayo de incorporación de [3H]-timidina 
 
Este método se utilizó para determinar el nivel de síntesis de ADN de las células tras      
distintos tratamientos. Para ello, se sembraron 250.000 células en placas de 6 pocillos.            
24h después se realizaron los tratamientos correspondientes y durante las 4 últimas horas de 
tratamiento las células se incubaron en medio con 0,4 μCi/mL de [3H]-timidina. Pasado ese 
tiempo se retiró este medio, las células se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con 1 mL de 
ácido tricloroacético (TCA) al 5% en PBS, durante 15min a 4ºC. A continuación, se retiró el TCA, 
las células se lavaron con metanol y se dejaron secar al aire durante al menos 30 min. Por 
último, las células se solubilizaron en 0,5 mL de una solución 0,1 M NaOH y SDS 1%. A los 
extractos celulares se les añadió 2,2 mL de líquido de centelleo Optiphase Hisafe 3 y se 
midieron las desintegraciones por minuto (d.p.m.) en un contador de centelleo líquido tipo β 
(Guardian 1414 de Wallac, Turku, Finland). Los resultados se expresaron como porcentaje de 
síntesis de ADN respecto al control. 
 
2.18. Ensayo de viabilidad celular 
 
Esta técnica nos permitió medir la viabilidad celular tras los diferentes tratamientos a través de 
la capacidad celular de metabolizar el reactivo MTT a nivel mitocondrial.  
Una vez finalizado el tratamiento correspondiente, las células se incubaron en presencia de   
0,5 mg/mL de MTT a 37ºC durante 3h. Posteriormente, se aspiró el medio y se añadieron 100 
μl de DMSO hasta solubilizar el precipitado obtenido. Por último, se leyó la absorbancia a 570 y 
630 nm, la cual es directamente proporcional al número de células viables presentes en el 
cultivo celular.  
 
2.19. Análisis del contenido celular de ADN por marcaje con ioduro de propidio 
 
Mediante esta técnica se determinó el porcentaje de células con bajo contenido en ADN, 
indicativo de apoptosis, mediante el uso de un citómetro de flujo Beckton Dickinson 
FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un láser de λexcitación: 488nm. Los resultados 
obtenidos fueron analizados posteriormente con el programa Cyflogic v. 1.2.1. 
Para determinar el contenido celular de ADN, una vez terminado el tratamiento 
correspondiente se recogió en un vial el medio de las placas de cultivo que contenía las células 
en suspensión. A continuación, las células adheridas a la placa se levantaron por incubación 
con tripsina y se añadieron al tubo que contenía el medio con las células en suspensión. Los 
tubos se centrifugaron a 390 x g y 4ºC durante 5min y los precipitados obtenidos se lavaron 
con PBS frío. A continuación, las células se fijaron con 80% de etanol frío a -20ºC durante al 
menos 16h. Transcurrido ese tiempo las células se lavaron con PBS frío y se incubaron en una 
solución de PBS con 0,1 mg/mL de RNasa A y 5 μg/mL de Ioduro de Propidio a 37ºC durante 
30min. A continuación las células se adquirieron en un citómetro de flujo y se determinó la 
fluorescencia emitida a 585/42 nm. Se consideraron células apoptóticas aquellas que tuvieron 
un contenido de ADN inferior al de la fase G1. 
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2.20. Análisis de los datos 
 
Para el análisis estadístico de los resultados se realizó una comparación de medias con la 
prueba t de student para dos muestras suponiendo varianzas desiguales con el programa 
Microsoft Office Excel 2010. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p fue 
inferior a 0,05.  
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Para el estudio del papel de B-RAF en la carcinogénesis tiroidea, nosotros utilizamos tres líneas 
celulares derivadas de tumores tiroideos humanos, previamente descritas en el apartado de 
Materiales y Métodos. Estas líneas celulares son: las células WRO, derivadas de un carcinoma 
folicular tiroideo (FTC), que poseen la proteína B-RAF silvestre (WTB-RAF), y las líneas celulares 
8505C y BHT101, ambas derivadas de carcinomas anaplásicos tiroideos (ATC), que contienen el 
mutante V600EB-RAF.  
Sin embargo, antes de comenzar la exposición de los resultados obtenidos en esta Tesis, es 
importante resaltar que, a finales del año 2008, el laboratorio del Dr. Haugen publicó un 
artículo en el que se demostraba que muchas de las líneas celulares tiroideas utilizadas en 
estudios de cáncer de tiroides durante los últimos 20 años habían sido erróneamente 
identificadas (298). Muchas de estas líneas celulares en realidad provenían del mismo tipo 
celular y, además, la mayor parte de ellas no tenían un origen tiroideo, sino que procedían de 
otros tipos de tumores como melanoma, mama o colon. Además, en este trabajo se menciona 
la existencia de dos líneas celulares denominadas WRO, una de ellas portadora del mutante    
V600EB-RAF y otra de ellas sin él.  
Por esta razón, antes de empezar nuestro estudio, comprobamos en nuestras líneas celulares 
la ausencia o presencia de la mutación T1799A en el exón 15 del gen de B-RAF, que da lugar al 
mutante V600EB-RAF objeto de estudio. 
Nuestros análisis de secuenciación confirmaron los resultados obtenidos en el artículo 
mencionado, ya que la línea celular WRO no es portadora del mutante V600EB-RAF, mientras 
que las líneas 8505C y BHT101 sí lo son (figura 30).   
 
                                              
Figura 30. Presencia de la mutación V600E de B-RAF en las líneas celulares estudiadas. El DNA genómico de las 
líneas celulares WRO, 8505C y BHT101 se purificó y posteriormente se amplificó la región correspondiente al exón 
15 del gen de B-RAF mediante PCR. A continuación, el DNA amplificado se secuenció y se analizó mediante el 
programa BioEdit Sequence Alignment Editor. La figura muestra los espectros correspondientes al fragmento de la 
secuencia amplificada donde se encuentra la mutación T1799A. 
 
Además, examinamos detenidamente las características morfológicas de las distintas líneas 
celulares (figura 31). Así, observamos que las células WRO son células de gran tamaño y con 
morfología cuboidal característica de los folículos tiroideos, mientras que las células 8505C son 
células más desdiferenciadas que las anteriores, con morfología muy similar a fibroblastos y 
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presentan prolongaciones citoplasmáticas. Además, estas células, aun estando a un nivel de 
confluencia alto, carecen de contactos intercelulares, dando lugar a una estructura en forma 
de malla con numerosos espacios intercelulares. Por otra parte, las células BHT101 son células 
con una morfología poligonal, más pequeñas que las WRO y con propiedades similares a 
células epiteliales, tienen un crecimiento en grupos y forman asociaciones muy estrechas entre 
sí. Además, cabe destacar la capacidad que poseen de desprenderse fácilmente de la 
superficie de cultivo. 
 
 
 
Figura 31. Morfología de las líneas celulares WRO, 8505C y BHT101. Las células WRO, 8505C y BHT101 se 
sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron en medio suplementado con 10% FBS. 48h después se 
fotografiaron en un microscopio óptico de contraste de fases a un aumento de 10X.  
 
 
1. PAPEL DE V600EB-RAF EN LA PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE TIROIDES  
 
1.1. Implicación de V600EB-RAF en los procesos de migración e invasión 
 
Dos de los procesos en los que B-RAF parece tener un papel importante durante la progresión 
tumoral son la migración e invasión celular. Por ello, en primer lugar, analizamos el efecto de 
la presencia de la forma oncogénica V600EB-RAF sobre estos procesos en  las células tumorales 
tiroideas. Para ello, utilizamos las células WRO, portadoras de la proteína WTB-RAF y células 
8505C y BHT101, que contienen el mutante V600EB-RAF, en las cuales inhibimos la expresión de 
B-RAF con RNAs pequeños de interferencia (siRNA) específicos para esta proteína. Como 
control de nuestros experimentos realizamos análisis de la expresión de B-RAF en las tres 
líneas celulares mediante western blot y observamos que, tras la transfección con un oligo de 
siRNA específico, se produce una inhibición casi completa de la expresión de B-RAF en las 
células WRO, 8505C y BHT101 (figura 32A).  
A continuación, analizamos la migración e invasión celular tras inhibir la expresión de B-RAF 
(figura 32B y C). Los resultados obtenidos muestran que la falta de B-RAF causó una 
disminución significativa de la migración, y la invasión celular, respecto a las células 
transfectadas con un oligo control (sc). El siB-RAF produjo una disminución de la migración 
celular de un 25% en el caso de las células WRO y 8505C y de un 45% en las células BHT101 
(figura 32B). Respecto a la invasión celular, el silenciamiento de B-RAF provocó una 
disminución de aproximadamente el 30% en las tres líneas celulares; sin embargo, estas 
diferencias solo resultaron significativas en las células 8505C y BHT101 (figura 32C). Las 
imágenes de la figura 32D muestran un ejemplo de la disminución de la migración y de la 
invasión celular producida por el siBRAF en las células 8505C. 
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Figura 32 . El mutante 
V600E
B-RAF participa en los procesos de migración e invasión celular. Las células WRO, 8505C 
y BHT101 se transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA específico para B‐RAF (siB‐RAF). A) 72 horas 
después se prepararon los correspondientes extractos celulares y se determinaron los niveles de B-RAF mediante 
western blot. Como control de carga se utilizó β-Tubulina. B) y C) 48h después de la transfección las células se 
tripsinizaron, se resuspendieron en medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells o pocillos con matrigel 
para realizar los ensayos de migración (B) e invasión (C), respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y 
posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición 
para proceder a su recuento. D) Imágenes de las células 8505C transfectadas con sc o con siBRAF fotografiadas a las 
24h de la incubación en las cámaras transwell o en los pocillos con matrigel. Los resultados mostrados 
corresponden a la media ± ESM de tres experimentos realizados por duplicado. *0,05>p; **0,01>p>0,001  
 
 
Numerosos estudios han relacionado la activación de las proteínas ERKs con una mayor 
capacidad invasiva de distintos tipos de cáncer y, varios de ellos en particular, con el cáncer de 
tiroides (290, 299). Además, la activación de ERK depende de C-RAF o B-RAF, según el tipo 
celular. Por ello, comprobamos si la activación de ERK1/2 en nuestras células estaba mediada 
D) 
B) C) 
A) 
RESULTADOS 
 
76 
 
por V600EB-RAF y si la vía MEK-ERK estaba implicada en la migración e invasión celular. En 
primer lugar inhibimos la expresión de B-RAF con siRNA y determinamos los niveles de 
fosforilación de ERK mediante western blot. Los datos mostrados en la figura 33A indican que 
las tres líneas celulares analizadas, WRO, 8505C y BHT101 poseen una fosforilación 
constitutiva de ERK y ésta es dependiente de V600EB-RAF, ya que tras eliminar la expresión de  
B-RAF observamos una inhibición muy significativa de la fosforilación de ERK en las tres líneas 
celulares, siendo ésta más acusada en el caso de las células 8505C y BHT101. A continuación, 
determinamos los niveles de fosforilación de ERK1/2 utilizando dos inhibidores de la cascada, 
el inhibidor selectivo de V600EB-RAF, PLX4720, y el inhibidor de MEK, U0126. Como se muestra 
en la figura 33B, en las células 8505C y BHT101 la fosforilación de ERK se anula casi por 
completo con ambos inhibidores, mientras que en las células WRO la fosforilación solo se 
anula al tratar con U0126.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. La activación de ERK es dependiente de la vía 
V600E
B-RAF-MEK. A) Las células WRO, 8505C y BHT101 se 
transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA para B-RAF (siB-RAF). 72 h después se prepararon extractos 
celulares y se determinaron los niveles de B-RAF, p-ERK y ERK-2 mediante western blot. B) Las líneas celulares WRO, 
8505C y BHT101 se incubaron con medio suplementado con 10% FBS y se trataron durante 24h con DMSO, 5 µM 
PLX4720 (PLX) o 10 µM U0126 (U0). A continuación se prepararon extractos celulares y se detectaron los niveles de 
p-ERK mediante western blot. Los niveles de β-Tubulina se utilizaron como control de carga. Los datos muestran un 
experimento representativo realizado tres veces con resultados similares. 
 
A continuación, antes de observar los efectos de la inhibición de V600EB-RAF y de MEK sobre la 
migración y la invasión celular, quisimos comprobar los efectos que producían los inhibidores 
PLX4720 y U0126 sobre la proliferación y la supervivencia celular en nuestras líneas celulares. 
De esta manera, sabríamos si estos procesos podrían interferir en los resultados de migración 
e invasión celular.  
En primer lugar, analizamos la proliferación celular mediante ensayos de incorporación de     
3H-tritiada en nuestras células tratadas y sin tratar con PLX4720 o U0126. Los datos de la figura 
34A muestran como el tratamiento con PLX4720 disminuye la proliferación en las tres líneas 
celulares, siendo ésta más acusada en las células BHT101. Sin embargo, el tratamiento con 
U0126 sólo inhibió la proliferación de las líneas 8505C y BHT101, pero no de las células WRO  
(figura 34B).  
A) 
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Figura 34. Los inhibidores PLX4720 y U0126 disminuyen la proliferación celular. Las células 8505C y BHT101 se 
sembraron en placas de 12 pocillos y se incubaron en ausencia o presencia de 5µM PLX4720 durante 24, 48 y 72h o 
con 10µM U0126 durante 48 y 72h. A continuación se realizaron ensayos de incorporación de timidina tritiada. Los 
datos representados corresponden a la media ± ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
 
Posteriormente, analizamos los efectos de estos dos inhibidores sobre la viabilidad celular 
mediante ensayos de MTT y vimos que el tratamiento con PLX4720 disminuyó el porcentaje de 
células viables a las 24h en las células 8505C y en las BHT101, mientras que no afectó a las 
células WRO (figura 35A). Por otra parte, el tratamiento con U0126 únicamente afectó a las 
células BHT101 reduciendo la viabilidad de una manera muy similar a la proliferación celular 
(figura 35B). 
 
 
 
 
 
Figura 35. Los inhibidores PLX4720 y U0126 afectan a la viabilidad celular. Las células 8505C y BHT101 se 
sembraron en placas de 12 pocillos y se incubaron en ausencia o presencia de 5µM PLX4720 o 10µM U0126 durante 
24, 48 y 72h. Posteriormente, las células se incubaron durante 3h en presencia de 0,5 mg/mL MTT. Finalmente se 
solubilizó el precipitado con 1mL de DMSO y se leyó la absorbancia a 570-630nm. Los datos representados 
corresponden a la media ± ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado.  
 
Después del estudio de la proliferación y de la viabilidad celular, analizamos los efectos de los 
inhibidores PLX4720 y U0126 sobre la apoptosis celular. Para ello, medimos el porcentaje de 
células con bajo contenido en ADN, indicativo de apoptosis, mediante citometría de flujo. En la 
figura 36 se muestra como en las tres líneas celulares los tratamientos a 24h no produjeron un 
aumento significativo en la muerte celular. En cambio, el tratamiento de las células 8505C y 
BHT101 con PLX4720 durante 48h sí incrementó el número de células con bajo contenido en 
ADN respecto a su control (figura 36A), indicando un posible efecto apoptótico de este 
inhibidor a más largo plazo. 
En resumen, estos datos muestran que aunque la sensibilidad a los tratamientos con PLX4720 
y U0126 difiere según el tipo celular, en general, producen una disminución de la proliferación 
A) B) 
A) B) 
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celular y un descenso en el número de células viables, pero en ningún caso llegan a provocar 
un aumento significativo de la muerte celular anterior a las 24h de tratamiento. 
 
 
 
 
Figura 36. Los inhibidores PLX4720 y U0126 no producen apoptosis anterior a las 24h. A) y B) Las células 8505C, 
BHT101 y WRO, se sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron en ausencia o presencia de 5µM PLX4720 (A) o 
10µM U0126 (B) durante 24, 48 y 72h. A continuación, se determinó el porcentaje de muerte celular mediante el 
análisis de la población sub-G1 hipoploide por citometría de flujo. Los datos representados corresponden a la media 
± ESM de tres experimentos independientes realizados por duplicado. C) Histogramas representativos del ciclo 
celular por marcaje con ioduro de propidio en células 8505C tratadas al igual que en A) y B).  
 
Una vez visto que los inhibidores PLX4720 y U0126 no producían muerte celular anterior a las 
24h, estudiamos el efecto de la inhibición de V600EB-RAF y de MEK sobre la migración e invasión 
celular. Al igual que ocurría con los niveles de fosforilación de ERK, en las células 8505C y 
BHT101 el PLX4720 y el U0126 redujeron la migración celular aproximadamente un 40% 
respecto a las células control, mientras que en las células WRO sólo se observó una 
disminución en las células tratadas con U0126 (figura 37A). Asimismo, el tratamiento con 
ambos inhibidores también disminuyó la invasión celular un 60% en las células 8505C y un 50% 
en las células BHT101. En cambio, en las células WRO no observamos diferencias en la invasión 
entre las células control y las células tratadas con los inhibidores (figura 37B).  
 
En resumen, estos resultados indican que, en células portadoras del mutante V600EB-RAF, éste 
es el responsable de la activación de ERK y regula los procesos de migración e invasión celular 
a través de la vía MEK/ERK. Sin embargo, el hecho de que el silenciamiento de B-RAF y la 
inhibición de MEK disminuyan la migración de las células WRO con WTB-RAF indica que la vía   
B-RAF-MEK-ERK también participa en la migración celular en este tipo celular, no siendo así en 
el caso de la invasión celular, la cual requiere el mutante V600EB-RAF para llevarse a cabo 
correctamente. 
 
C) 
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Figura 37. La inhibición de la actividad de 
V600E
B-RAF disminuye la migración y la invasión celular. Las células WRO, 
8505C y BHT101 se trataron con 5 µM PLX472 o 10 µM U0126 durante 48h. Posteriormente, se sembraron                
en cámaras transwells o pocillos con matrigel para realizar los ensayos de migración (A) e invasión (B) 
respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y 
finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su recuento. Los resultados mostrados 
corresponden a la media ± ESM de tres experimentos realizados por duplicado. *0,05>p; **0,01>p>0,001  
 
 
Posteriormente, para confirmar la participación de V600EB-RAF en los procesos de migración e 
invasión celular, desarrollamos un modelo en el que sobreexpresamos la proteína V600EB-RAF 
en las células WRO. Para ello, mediante infección con lentivirus, creamos dos líneas celulares 
estables de células WRO que expresan el vector lentiviral FG12 vacio (WRO Mock) o el mismo 
vector con el gen que codifica para V600EB-RAF unido al epítopo HA (WRO VE).  
En la figura 38A se observa la sobreexpresión de V600EB-RAF en las células WRO VE a distintas 
multiplicidades de infección (MOI) y como esta sobreexpresión da lugar a un aumento en la 
fosforilación de ERK frente a la fosforilación basal encontrada en las células transfectadas con 
el vector vacío. Además, las células infectadas se identificaron detectando la coexpresión de la 
proteína fluorescente verde GFP mediante microscopia de fluorescencia observándose un 
cambio morfológico muy acusado en las células WRO VE respecto a las células WRO Mock, ya 
que las primeras adquirieron un fenotipo mesenquimal caracterizado por una forma más 
alargada, similar a fibroblastos y con menos contactos intercelulares (figura 38B).  
Por otra parte, al analizar la migración e invasión en ambas líneas celulares se observó como 
las células WRO VE migraron e invadieron un 35% y un 40% más respectivamente que las 
células WRO Mock (figura 38C y D).  
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Figura 38. La sobreexpresión de 
V600E
B-RAF aumenta la migración y la invasión celular. Las células WRO se 
infectaron con lentivirus que no expresan 
V600E
B-RAF (FG12-WRO Mock) o con lentivirus que expresan 
V600E
B-RAF 
unido al epítopo HA (FG12-WRO VE). A) Las células transducidas a diferentes multiplicidades de infección (MOI) se 
cultivaron en medio con 10% de FBS. Se prepararon extractos celulares y mediante western blot se detectaron las 
proteínas HA-
V600E
B-RAF y p-ERK. Los niveles de β-Tubulina se usaron como control de carga. B) La infección 
lentiviral se comprobó mediante microscopía de fluorescencia examinando la expresión de GFP. C) y D) Las células 
FG12-WRO Mock infectadas con una MOI de 20 (WRO Mock) y las células FG12-WRO VE infectadas con una MOI de 
5 (WRO VE) se sembraron en cámaras transwells o pocillos con matrigel para realizar los ensayos de migración (C) e 
invasión (D) respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con 
cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su recuento. E) Imágenes 
de las células WRO Mock y WRO VE tras 24h de incubación en las cámaras transwells (migración) o en los pocillos 
con matrigle (invasión). Las fotografías se realizaron con un microscopio óptico a un aumento del 10x. Los 
resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos realizados por duplicado. **0,01>p  
 
El siguiente paso para demostrar que el aumento de la migración e invasión celular era debido 
a V600EB-RAF fue analizar los efectos de los inhibidores PLX4720 y U0126. Como cabía esperar, 
el tratamiento de las células WRO VE con PLX4720 inhibió tanto el aumento de la migración 
como el de la invasión producido por V600EB-RAF, mientras que no modificó los niveles basales 
A) B) 
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de estos procesos en las células WRO Mock (figura 39A y B). El tratamiento con el inhibidor 
U0126 produjo los mismos efectos que el PLX4720 sobre la migración celular, confirmando así 
que el aumento de la migración producido por V600EB-RAF es dependiente de la vía MEK-ERK 
(figura 39A). Sin embargo, este inhibidor no produjo una disminución significativa de la 
invasión en las células WRO respecto a las células control (figura 39B).  
 
 
 
Figura 39. 
V600E
B-RAF aumenta la migración y la invasión celular. Las células WRO Mock y WRO VE se incubaron en 
medio suplementado con 10% FBS y se trataron con los inhibidores PLX4720 (5µM) o U0126 (10µM). Pasadas 24h, 
las células se tripsinizaron, se resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells o 
pocillos con matrigel para realizar los ensayos de migración (A) e invasión (B) respectivamente. Las células se 
incubaron durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 
campos de cada condición para proceder a su recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM 
de tres experimentos realizados por duplicado. **0,01>p 
 
 
Todos estos datos, nos permiten afirmar que el mutante V600EB-RAF aumenta de la migración y 
la invasión observado y confirman que juega un papel muy importante en la progresión del 
cáncer de tiroides hacia estadíos tumorales más avanzados. 
 
1.2. Mecanismos moleculares mediados por B-RAF implicados en la progresión del cáncer 
tiroideo 
 
Una vez demostrada la importancia de V600EB-RAF en los procesos de migración e invasión 
celular, estudiamos los mecanismos moleculares por los que B-RAF media estos procesos en 
las células tumorales tiroideas.  
Como se ha comentado en la introducción de este trabajo, uno de los procesos clave para que 
las células del tumor primario adquieran la capacidad migratoria e invasiva es la Transición 
Epitelio Mesénquima (EMT). Para que este proceso tenga lugar son necesarios una serie de 
cambios en la regulación de ciertos genes, como Snail1 y E-cadherina. Por este motivo, 
estudiamos si V600EB-RAF induce la EMT en las células 8505C y BHT101. Para ello, analizamos los 
niveles de expresión de Snail1 en nuestros modelos celulares y su regulación por V600EB-RAF.  
En primer lugar, analizamos mediante western blot el efecto del silenciamiento de B-RAF sobre 
los niveles de Snail1 en células 8505 y BHT101. Como se observa en la figura 40A y B, la falta de 
expresión de B-RAF disminuyó los niveles de Snail1 en ambos tipos celulares. Además, 
realizamos experimentos similares en células tratadas con los inhibidores PLX4720 y U0126 y 
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también observamos que ambos tratamientos disminuyeron los niveles de Snail1 frente a sus 
respectivos controles (figura 40C y D). Para comprobar si la disminución de Snail1 se debía a 
una regulación transcripcional, analizamos los niveles del ARNm de Snail1 mediante PCR a 
tiempo real (figura 40E y F). En este caso, a diferencia de los niveles de proteína, sólo 
observamos una disminución en la expresión del ARNm tras el tratamiento con PLX4720 en las 
células 8505C y BHT101. Sin embargo, los niveles de ARNm no se modificaron tras el 
tratamiento con U0126, sugiriendo que V600EB-RAF tiene un doble efecto sobre Snail1, uno a 
nivel transcripcional independiente de MEK/ERK y otro a nivel postranscripcional dependiente 
de esta vía. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. 
V600E
B-RAF participa en la regulación de Snail1. A) y B) Las células 8505C y las células BHT101 se 
transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA específico de B-RAF. 72h después se prepararon extractos 
celulares y se determinaron los niveles de Snail, B-RAF y β-Tubulina mediante western blot. C y D) Las células se 
trataron con DMSO, 5µM PLX4720 (PLX) y 10µM U0126 (U0) durante 24h y posteriormente se determinaron los 
niveles de Snail1, p-ERK y β-Tubulina mediante western blot. Las células 8505C (E) y BHT101 (F) se incubaron en 
presencia de DMSO, 5µM PLX4720 (PLX) o 10µM U0126 (U0) durante 24h. Posteriormente, se purificó el ARN total 
para determinar los niveles del ARNm de Snail1 mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con 
los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. *** 0,001>p  
 
A continuación, analizamos los efectos de la sobreexpresión del mutante V600EB-RAF sobre los 
niveles de Snail1. Para ello, comparamos sus niveles de proteína y de ARNm en las células WRO 
Mock y en las células WRO VE. En primer lugar, observamos que en las células WRO VE se 
E) F) 
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incrementaron los niveles de proteína de Snail1 significativamente respecto a las células WRO 
Mock (figura 41A). Este aumento también se observó en los niveles de ARNm de Snail1, los 
cuales aumentaron un 40% en las células WRO VE respecto a células WRO Mock (figura 41B). 
Además, el tratamiento con PLX4720 no modificó significativamente los niveles basales de 
Snail1 de las células WRO Mock, pero restableció los niveles de proteína y ARNm de Snail1 en 
las células WRO VE, devolviéndolos a sus valores basales y demostrando que el aumento de 
Snail1 se debía al efecto del mutante V600EB-RAF (figura 41A y B).  
 
                                                    
Figuras 41. 
V600E
B-RAF aumenta la expresión de Snail1.  Las células WRO Mock y WRO VE se incubaron en presencia 
o ausencia de 10µM PLX4720 durante 24h. A) Se prepararon extractos celulares y se determinaron los niveles de 
Snail1, p-ERK, HA-B-RAF y ERK-2 mediante western blot. B) El ARN de las células se purificó y se determinaron los 
niveles de ARNm correspondiente a Snail1 mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los 
niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. *0,05>p  
 
 
 
Es importante destacar que durante los tratamientos con PLX4720 y U0126 observamos 
cambios en la morfología celular, siendo éstos más acusados en las células 8505C. En la figura 
42, se muestra como las células 8505C sufrieron un aumento de tamaño acompañado de un 
incremento de los contactos intercelulares tras 24h de tratamiento con estos inhibidores. Este 
hecho, asociado a la disminución observada de los niveles de Snail1, nos llevó a analizar si 
estos cambios morfológicos se correspondían con un aumento de los niveles de E-cadherina. 
Para ello, analizamos los niveles de E-cadherina tras el tratamiento con PLX4720 y U0126 
mediante western blot. En la figura 43 se observa, en primer lugar, la gran diferencia entre los 
niveles de E-cadherina en condiciones basales de una línea celular a otra, ya que mientras que 
en las células 8505C no se detectó la proteína, en las células BHT101 los niveles de E-cadherina 
son mucho mayores. Aun así, en ambas lineas celulares, apreciamos como a las 24h de 
tratamiento con PLX4720 y U0126 se observa un aumento de E-cadherina, siendo éste mucho 
más evidente en las células 8505C. Estos resultados demuestran que la pérdida de E-cadherina 
es dependiente de la activación de ERK, pero a su vez, indican que la activación constitutiva de 
ERK no es la única condición para la pérdida de expresión de E-cadherina. 
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Figura 42. La inhibición de 
V600E
B-RAF y MEK producen cambios morfológicos en las células 8505C. Las células 
8505C se incubaron en presencia de DMSO, 5µM PLX4720 (PLX) o 10µM U0126 (U0). 48h después se fotografiaron 
en un microscopio óptico de contraste de fases a un aumento de 10X.  
 
 
 
 
 
Figura 43. Los inhibidores PLX4720 y U0126 aumentan los niveles de E-Cadherina. Las células 8505C y BHT101 se 
incubaron con DMSO, 5µM PLX4720 (PLX) o 10µM U0126(U0) durante 24h. A continuación, se prepararon extractos 
totales y se determinaron los niveles de E-Cadherina, p-ERK y ERK-2 mediante western blot. La figura muestra un 
experimento representativo realizado tres veces con resultados similares. 
 
 
 
Una vez visto que V600EB-RAF estaba implicado en la regulación de los niveles de Snail1, 
estudiamos si Snail1 regulaba la expresión de E-cadherina en nuestras células. Para ello, 
inhibimos la expresión de Snail1 mediante siRNA y analizamos los niveles de ARNm de E-
cadherina. Como control, comprobamos como el siRNA de Snail1 disminuía aproximadamente 
un 80% los niveles de ARNm de Snail1 (figura 44A) y, como esperábamos, esta disminución 
reducía la proteína analizada por western blot (figura 44B y C). Sin embargo, el silenciamiento 
de Snail1 únicamente aumentó los niveles de E-cadherina en las células BHT101 (figura 44C). 
No obstante, al analizar los niveles de ARNm de E-cadherina observamos como en las células 
8505C con Snail1 silenciado se produjo un aumento aproximado de 3 veces respecto a las 
células control (figura 44D), demostrando así la participación de Snail1 en la regulación 
transcripcional de E-cadherina. Además, el ARNm de E-cadherina también aumentó alrededor 
de 4 veces tras el silenciamiento de Snail1 en las células BHT101. Estos datos demuestran que 
Snail1 regula negativamente la expresión de E-cadherina a nivel transcripcional. 
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Figura 44. Snail1 regula la expresión de E-cadherina. Las células 8505C y BHT101 se transfectaron con un siRNA 
control (sc) o con un siRNA específico para inhibir la expresión de Snail1 (siSnail1). 72h después de la transfección, 
se purificó el ARN total de las células 8505 y se determinaron los niveles de ARNm de Snail1 (A) y E-cadherina (D) 
mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Por otra parte,  
se prepararon extractos celulares y se analizaron los niveles de E-cadherina, Snail1 y β-Tubulina de las células 8505C 
(B) y de las BHT101 (C) mediante western blot. E) 72h tras la transfección, se purificó el ARN total de las células 
BHT101 y se determinaron los niveles de ARNm de E-cadherina mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron 
normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. ***0,001>p  
 
  
Basándonos en los resultados anteriores, para confirmar la regulación de E-cadherina a través 
de V600EB-RAF escogimos la línea celular 8505C, ya que la falta de E-cadherina nos permitía 
estudiar los mecanismos implicados en la recuperación de la expresión de la misma. Con este 
objetivo, medimos los niveles de ARNm de E-cadherina en células tratadas con PLX4720 y con 
U0126. La incubación con estos inhibidores aumentó el ARNm de E-cadherina respecto a las 
células control (figura 45A). Así, mientras que el PLX4720 produjo un aumento de ARNm 
alrededor de 5 veces, el tratamiento con U0126 incrementó los niveles aproximadamente 6 
veces. Además, analizamos la expresión y localización de E-cadherina mediante microscopía de 
fluorescencia y también observamos un aumento en sus niveles en la periferia de las células 
tratadas con PLX4720 y U0126 (figura 45B). 
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Figura 45. La inhibición de 
V600E
B-RAF aumenta la expresión de E-cadherina en células 8505C. Las células 8505C se 
incubaron en presencia de DMSO, 5µM PLX4720 (PLX) o 10µM U0126 (U0) durante 24h y posteriormente se purificó 
el ARN total para determinar los niveles del ARNm de E-cadherina mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron 
normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. ***0,001>p. B) Tras los tratamientos correspondientes 
se examinaron los niveles de E-cadherina (verde) mediante inmunofluorescencia y se tiñeron los núcleos (azul) con 
DAPI. Las imágenes muestran un experimento representativo realizado tres veces con resultados similares. 
 
Para corroborar los datos anteriores silenciamos B-RAF en las células 8505C y, al igual que con 
los inhibidores, observamos que la falta de expresión de B-RAF aumentó los niveles proteicos 
de E-cadherina (figura 46A). Asimismo, el ARNm aumentó unas 5 veces en las células con       
siB-RAF frente a sus controles (figura 46C). Además, bajo las mismas condiciones, analizamos 
los niveles de E-cadherina en las células BHT101. En este caso, como cabía esperar por los altos 
niveles basales, el aumento de E-cadherina producido por el silenciamiento de B-RAF fue 
menor que en las células 8505C (figura 46B) y los niveles de su ARNm aumentaron un 50% 
respecto a las células transfectadas con el oligo control (sc) (figura 46D).   
 
 
Por último, sabiendo que la expresión de E-cadherina depende de Snail1, quisimos estudiar si 
B-RAF regulaba los niveles de E-cadherina a través de Snail1. Para ello, sobreexpresamos Snail1 
en nuestras células y las tratamos con PLX4720 y U0126. Por una parte, observamos que la 
sobreexpresión de Snail1 reducía los niveles basales de E-cadherina en las células BHT101 
(figura 47A) y, por otra, vimos como la sobreexpresión de Snail1 revirtió el aumento de            
E-cadherina producido por los inhibidores en las células 8505C (figura 47B), indicando que  
V600EB-RAF reprime la expresión de E-cadherina a través del aumento de la expresión de Snail1.  
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Figura 46. La ausencia de 
V600E
B-RAF aumenta la expresión de E-Cadherina. Las células 8505C (A y C) y BHT101 (B y 
D) se transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA específico para B-RAF. A) y B) 72h después se 
prepararon extractos celulares y se determinaron los niveles de E-cadherina, B-RAF y β-Tubulina mediante western 
blot. C) y D) 72h después de la transfección se aisló el ARN total y se examinaron los niveles del ARNm de E-
Cadherina mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los 
resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. ***0,001>p  
 
 
 
 
 
Figura 47. 
V600E
B-RAF regula la expresión de E-cadherina a través de Snail1. Las células BHT101 (A) y 8505C (B) se 
transfectaron con un plásmido control (Cnt) o con un plásmido con el gen de Snail1 (Snail1). 48h después las células 
8505C (B) se trataron con 5µM PLX4720 o 10µM U0126 durante 24h. Posteriormente, se prepararon extractos 
celulares y se analizaron los niveles de E-Cadherina y Snail1 mediante western blot. La membrana se rehibridó con 
un anticuerpo específico contra β-Tubulina que se utilizó como control de carga. Las figuras corresponden a un 
experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. 
 
Durante los experimentos en los que sobreexpresamos Snail1 observamos unos cambios 
morfológicos muy acusados en las células BHT101, en los que se apreciaron células con una 
forma similar a fibroblastos, formación de protusiones celulares y una disminución 
considerable en las uniones intercelulares (figura 48). Dado que estos cambios morfológicos, 
junto con la disminución de E-cadherina observada anteriormente (figura 47A), se 
A) B)
B) 
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correspondían con las alteraciones propias de la EMT, analizamos los efectos de la 
sobreexpresión de Snail1 sobre la migración y la invasión celular. En la figura 49A y B, se puede 
observar como la sobreexpresión de Snail1 aumentó la migración y la invasión celular en 
ambas líneas celulares. En concreto, la migración celular aumentó un 80% en el caso de las 
células 8505C y un 50% en las BHT101, respecto a sus correspondientes controles (figura 49A). 
En cuanto a la invasión, la expresión de Snail1 también la aumentó aproximadamente un 40% 
en las células 8505C y un 20% en las BHT101 (figura 49B), confirmando así el papel de Snail1 
como inductor de la progresión tumoral.         
   
En resumen, todos los datos expuestos hasta ahora indican que V600EB-RAF promueve la 
migración y la invasión celular, regulando la EMT a través del  aumento de la expresión Snail1 y 
la consecuente represión de E-cadherina. Además, hemos demostrado el papel de Snail1 en la 
migración e invasión celular, lo que nos permite afirmar que uno de los mecanismos por los 
que V600EB-RAF favorece ambos procesos es a través de la regulación de Snail1.  
 
 
 
 
 
Figura 48. Snail1 induce cambios morfológicos característicos de la EMT. Las células BHT101 se transfectaron con 
un plásmido control (Cnt) y con el plásmido con el gen de Snail1 (Snail1). Pasadas 48h se tomaron fotografías 
mediante un microscopio óptico de contraste de fases a un aumento de 10X.   
 
 
 
Figura 49. Snail1 aumenta la migración y la invasión celular. Las células 8505C y BHT101 se transfectaron con un 
plásmido control (Cnt) o con el plásmido con el gen de Snail1 (Snail1). Pasadas 48h, las células se tripsinizaron, se 
resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells o pocillos con matrigel para realizar 
los ensayos de migración (A) e invasión (B) respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente 
se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su 
recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos realizados por 
duplicado. *0,05>p; **0,01>p; ***0,001>p  
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2. PAPEL DE TGFβ EN EL CÁNCER DE TIROIDES 
 
Numerosos estudios han demostrado que el factor de crecimiento transformante tipo β (TGFβ) 
también juega un papel muy importante en la EMT y que está implicado en la migración e 
invasión  celular a través de la regulación de Snail1 y E-cadherina. Por ello, para conocer si el 
aumento de la EMT provocado por V600EB-RAF tenía lugar a través de TGFβ, nos planteamos 
estudiar si existía alguna relación entre ellos. 
 
2.1. Efecto del TGFβ sobre proliferación y supervivencia celular  
 
En primer lugar, dado que TGFβ es una citoquina multifuncional que posee un papel dual y 
opuesto dependiendo del contexto celular, ya que, por una parte, TGFβ inhibe la proliferación 
e induce apoptosis en la mayoría de tipos celulares y, por otra, favorece la invasividad y el 
desarrollo de metástasis en etapas avanzadas de varios tipos de tumores (210), determinamos 
los efectos de TGFβ sobre la proliferación y la muerte celular en nuestras líneas celulares. Para 
ello, analizamos la síntesis de ADN, mediante ensayos de incorporación de 3H-timidina, en las 
células 8505C, BHT101, WRO Mock y WRO VE tratadas con esta citoquina durante 24, 48 y 
72h. Los resultados obtenidos demuestran que TGFβ no tuvo ningún efecto sobre la síntesis de 
ADN respecto a las células control sin tratar (figura 50A). A continuación, estudiamos el papel 
de  TGFβ sobre  la viabilidad celular. Para ello, medimos la actividad mitocondrial de nuestras 
células mediante ensayos de MTT.  Como se muestra en la figura 50B, el tratamiento con TGFβ 
a distintos tiempos tampoco afectó al porcentaje de células viables respecto a las células 
control en ninguna de las líneas celulares estudiadas.  
 
Por último, determinamos el porcentaje de células con un contenido de ADN sub-G1 
hipoploide, indicativo de apoptosis, mediante citometría de flujo, en células tratadas con 
TGFβ. Los resultados obtenidos fueron similares a los observados en los ensayos de MTT; el 
tratamiento con TGFβ durante 24h y 48h no indujo muerte celular en ninguna de las líneas 
celulares (figura 50C). Estos resultados demuestran, que en células tumorales tiroideas, el 
TGFβ no afecta a la proliferación celular y tampoco tiene los efectos proapotóticos que se le 
atribuyen en determinados tipos celulares. 
 
2.2. Implicación de TGFβ en la EMT  
 
Una vez comprobado que TGFβ no afectaba a la proliferación celular y tampoco tenía efectos 
proapoptóticos en nuestras líneas celulares, analizamos sus efectos sobre la EMT.  
En primer lugar, mediante miscroscopía óptica, analizamos la morfología celular tras el 
tratamiento con TGFβ, observando cambios en el fenotipo celular (figura 51). El tratamiento 
con esta citoquina produjo un aumento de prolongaciones citoplasmáticas y una reducción de 
contactos intercelulares, característicos de la EMT. Estos cambios sólo se observaron en las 
células BHT101, ya que como se comentó anteriormente son las únicas que crecen formando 
agrupaciones, mientras que el resto crecen de una forma aislada.  
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Figura 50. El tratamiento con TGFβ no afecta a la proliferación celular y no produce apoptosis. A) y B) Las células 
8505C, BHT101, WRO Mock y WRO VE se sembraron en placas de 12 pocillos y se incubaron en ausencia o presencia 
de 5 ng/mL TGFβ durante 24, 48 y 72h. A continuación, se realizaron ensayos de incorporación de timidina tritiada 
(A) y de viabilidad celular mediante MTT (B). Los datos fueron relativizados frente a las células controles sin tratar. 
C) Las células 8505C, BHT101, WRO Mock y WRO VE se sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron en 
ausencia o presencia de TGFβ durante 24 y 48h. A continuación, se determinó el porcentaje de muerte celular 
mediante el análisis de la población sub-G1 hipoploide por citometría de flujo. Los datos representados 
corresponden a la media ± ESM de tres experimentos independientes realizados por duplicado.D) Histogramas 
representativos del ciclo celular por marcaje con ioduro de propidio en las células 8505C.  
 
 
 
Figura 51. TGFβ produce cambios morfológicos característicos de la EMT en las células BHT101. Las células BHT101 
se sembraron en placas de 6 pocillos y se incubaron en medio suplementado con 10% FBS, en ausencia o presencia 
de 5ng/mL TGFβ. 48h después se fotografiaron en un microscopio óptico de contraste de fases a un aumento de 
10x.  
 
 
 
A continuación, estudiamos si los cambios morfológicos producidos por el TGFβ se traducían 
en alteraciones en la expresión de Snail1 y E-cadherina en las líneas celulares portadoras del 
mutante V600EB-RAF, 8505C y BHT101. Como control de la actividad de TGFβ determinamos los 
niveles de fosforilación de Smad2 mediante western blot y observamos que el TGFβ activaba 
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este factor de transcripción a las 24h de tratamiento (figuras 52A y C). Además, el TGFβ 
también produjo un aumento considerable en los niveles de Snail1 en ambas líneas celulares 
(figuras 52A y C). Para determinar el efecto del TGFβ sobre E-cadherina, puesto que los niveles 
de esta proteína en las células 8505C eran indetectables, usamos únicamente la línea celular 
BHT101. En estas células observamos que el TGFβ producía una notable disminución en la 
expresión de E-cadherina frente a las células no tratadas (figura 52C). Estos datos, los 
corroboramos con el estudio de los niveles de ARNm de ambas proteínas. Como se representa 
en las figuras 52B y E, el tratamiento con TGFβ provocó un aumento de los niveles de ARNm de 
Snail1 de aproximadamente 5 veces con respecto a las células control en ambas líneas 
celulares. Por otra parte, el mismo tratamiento disminuyó los niveles de E-cadherina en un 
80% en células BHT101 frente a las células sin tratar (figura 52D). Finalmente, mediante 
análisis por microscopía de fluorescencia, confirmamos estos datos, ya que observamos el 
efecto contrapuesto que ejerce el TGFβ sobre Snail1 y E-cadherina en ambas líneas celulares 
(figura 53). Estos datos, demuestran que TGFβ puede inducir la EMT en células tumorales 
tiroideas a través de la regulación de Snail1 y E-cadherina.  
 
 
Figura 52. TGFβ aumenta Snail1 e inhibe E-cadherina.  Las células 8505C y las células BHT101 se incubaron en 
medio suplementado con 10% FBS en presencia o ausencia de 5ng/mL TGFβ. A) y C) Tras 24h de tratamiento, se 
preparon extractos totales de las células 8505 (A) y de las células BHT101 (C) y posteriormente se detectaron los 
niveles de E-cadherina, Snail1, p-Smad2 y β-Tubulina mediante western blot. Los datos corresponden a un 
experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. B), D) y E)  Tras 24h de tratamiento se aisló 
el ARN total de las células 8505C (B) y de las células BHT101 (D y E) y se analizaron los niveles de ARNm de E-
cadherina y Snail1 mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de 
GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. *** 0,001>p 
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Figura 53. El aumento de Snail1 por TGFβ es paralelo a la disminución de E-cadherina. Las células 8505C y BHT101 
se incubaron con 5 ng/mL TGFβ durante 24h. A continuación, se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con un 
anticuerpo anti Snail1 (rojo) y con otro anti E-cadherina (verde). Posteriormente se incubaron con sus respectivos 
anticuerpos secundarios marcados con un fluoróforo según se describe en el apartado Materiales y Métodos. 
Finalmente, las células se analizaron en el microscopio confocal de fluorescencia.    
 
Dado que previamente habíamos demostrado que V600EB-RAF disminuye los niveles de              
E-cadherina a través de la expresión de Snail1, también quisimos comprobar que la 
disminución de E-cadherina observada por el tratamiento con TGFβ se debía a un aumento de 
la expresión de Snail1. Para ello, determinamos los niveles de E-cadherina en las células 
BHT101 transfectadas con un siRNA específico para Snail1 y posteriormente incubadas sin o 
con TGFβ. Como habíamos demostrado anteriormente, el silenciamiento de Snail1 aumenta la 
expresión de E-cadherina pero, además, revierte la disminución producida por TGFβ (figura 
54A). Este resultado se confirmó con el estudio de los niveles del ARNm de E-cadherina. La 
figura 54B muestra como los resultados observados mediante PCR a tiempo real se reproducen 
respecto a los observados en el western blot, por lo que podemos afirmar que el TGFβ también 
regula la expresión de E-cadherina a través de Snail1.   
 
 
 
Figura 54: TGFβ regula la expresión de E-cadherina a través de Snail1. Las células BHT101 se transfectaron con un 
siRNA control (sc) o con siRNA específico para Snail1. Pasadas 48h se trató a las células con 5ng/mL TGFβ durante 
24h. A) Se prepararon extractos celulares y se analizaron los niveles de E-cadherina mediante western blot. Los 
datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. B) Se 
aisló el ARN total y se analizaron los niveles de ARNm de E-Cadherina mediante PCR a tiempo real. Los valores 
fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± 
ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *** 0,001>p  
A) B) 
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Posteriormente, para verificar la participación de TGFβ en la EMT, analizamos la expresión de 
otros marcadores mesenquimales como son la fibronectina y la vimentina. En la figura 54, se 
observa una diferencia notable en la expresión de vimentina entre las células 8505C y BHT101 
en condiciones basales, ya que mientras que las células 8505C presentan unos niveles muy 
altos, las células BHT101 tienen unos niveles muy bajos, indicativos del fenotipo más epitelial 
de estas últimas. Por otra parte, el tratamiento con TGFβ no modificó la expresión de esta 
proteína en ninguna de las dos líneas celulares. Sin embargo, la cantidad de Fibronectina sí se 
vio afectada por TGFβ, ya que su presencia aumentó considerablemente la expresión de 
fibronectina en ambas líneas celulares (figura 55). Estos datos confirman que TGFβ induce la 
EMT en las células 8505C y BHT101. 
 
 
 
Figura 55. TGFβ aumenta los niveles Fibronectina en células 8505C y BHT101.  Las células 8505C y las células 
BHT101 se incubaron en presencia o ausencia de 5ng/mL TGFβ. Tras 24h de tratamiento, se preparon extractos 
totales de ambos tipos celulares y se detectaron los niveles de Vimentina, Fibronectina y β-Tubulina mediante 
western blot. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados 
similares. 
 
2.3. Efecto de TGFβ sobre la migración celular 
 
A continuación, analizamos si los efectos producidos por el tratamiento con TGFβ sobre las 
proteínas implicadas en la EMT se correspondían con variaciones en la capacidad migratoria e 
invasiva de las células 8505C y BHT101. Para ello, estimulamos las células con TGFβ y 
analizamos la migración y la invasión celular. El tratamiento con TGFβ provocó un aumento en 
la migración de aproximadamente un 40% en las células 8505C y del 30% en las células 
BHT101, frente a las respectivas células control sin tratar (figura 56A y B), mientras que la 
invasión no se modificó en ninguno de los tipos celulares (datos no mostrados). Asimismo, 
confirmamos este resultado en células 8505C mediante el ensayo de migración en dos 
dimensiones “cierre de herida”, donde observamos que tras 16 horas de incubación con TGFβ 
disminuyó la anchura de la misma,  indicando un aumento de la migración celular (figura 56C). 
Por último, comprobamos el efecto del TGFβ sobre la migración de las células WRO Mock y 
WRO VE. El tratamiento con TGF no aumentó ni la migración ni la invasión en células WRO 
Mock y, únicamente, aumentó la migración en las células WRO VE (figura 57), indicando una 
posible cooperación entre TGFβ y V600EB-RAF en el aumento de la migración celular. 
 
En resumen, todos estos datos demuestran que TGFβ favorece el desarrollo tumoral, 
induciendo la EMT, a través del aumento de expresión de marcadores mesenquimales como 
Snail1 y Fibronectina y la represión de marcadores epiteliales como E-cadherina, lo que se 
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traduce en un aumento de la migración celular. Por último, también hemos mostrado una 
posible cooperación entre TGFβ y V600EB-RAF en la inducción de la migración celular. 
 
 
 
Figura 56. TGFβ aumenta la migración en las células 8505C y BHT101. A) y B) Las células 8505C (A) y BHT101 (B) se 
incubaron durante 24h en presencia o ausencia de 5 ng/mL TGFβ. Posteriormente las células se tripsinizaron, se 
resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells. Las células se incubaron durante 24h 
y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición 
para proceder a su recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos 
realizados por duplicado. *0,05>p C) Las células 8505C se sembraron en placas de 6 pocillos hasta alcanzar una 
confluencia del 85-90%. A continuación, se cambio el medio al 10% FBS por medio libre de suero y se raspó la 
superficie celular con una punta de pipeta. Las fotografías se realizaron 16h después y muestran un experimento 
representativo realizado 3 veces con resultados similares.  
 
 
 
Figura 57 . TGFβ únicamente aumenta la migración en las células con WRO VE. Las células WRO Mock y WRO VE  
se incubaron en presencia o ausencia de 5 ng/mL TGFβ durante 24h. Posteriormente las células se tripsinizaron, se 
resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells o pocillos con matrigel para realizar 
los ensayos de migración (A) e invasión (B) respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente 
se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su 
recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos realizados por 
duplicado. *0,05>p  
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3. IMPLICACIÓN DE LA SECRECIÓN DE TGFβ MEDIADA POR V600EB-RAF EN EL CÁNCER DE 
TIROIDES  
 
Hasta el momento hemos demostrado que V600EB-RAF y TGFβ,  favorecen la progresión tumoral 
mediante la inducción de la EMT y el aumento de la migración celular. Además, también 
hemos observado una posible relación entre ellos. Por ello, a continuación estudiamos la 
posibilidad de que V600EB-RAF estuviera regulando los niveles de TGFβ secretados al medio y 
que de esta manera modulara la migración celular.  
 
3.1 Niveles de TGFβ en las líneas WRO, 8505C y BHT101  
 
En primer lugar, comprobamos si existían diferencias entre los niveles de TGFβ secretados por 
las células que expresan WTB-RAF y los niveles de TGFβ secretados por las células que expresan 
el mutante V600EB-RAF. Para ello, incubamos las células WRO, 8505C y BHT101 en ausencia de 
suero y, posteriormente, analizamos la concentración de TGFβ acumulada en el medio de 
cultivo durante 24h mediante inmunoensayo. Como se observa en la figura 58, los niveles de 
TGFβ secretados por las células 8505C y BHT101 (V600EB-RAF) son alrededor de 6 veces más 
altos que los niveles correspondientes a las células WRO (WTB-RAF), lo que sugiere una relación 
entre la expresión de V600EB-RAF y la secreción de TGFβ. 
 
 
Figura 58. Las células con 
V600E
B-RAF (8505C y BHT101) secretan mayor cantidad de TGFβ que las células que 
expresan 
WT
B-RAF (WRO). Las células WRO, 8505C y BHT101 se incubaron durante 24h en medio libre de FBS. 
Posteriormente se recogieron los sobrenadantes y se realizó la detección de los niveles de TGFβ activo mediante 
ELISA. Los niveles de TGFβ fueron normalizados con los valores de proteína total y relativizados frente al control. Los 
resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. 
 
 
3.2. Papel  de V600EB-RAF en la secreción de TGFβ 
 
Para analizar si V600EB-RAF estaba implicado en la secreción de TGFβ, estudiamos el efecto de la 
inhibición de B-RAF sobre la secreción de TGFβ en las líneas celulares 8505C y BHT101. En la 
figura 59A observamos que el silenciamiento de B-RAF en ambas líneas celulares disminuyó los 
niveles de TGFβ activo secretado al medio aproximadamente un 30% respecto a las células 
transfectadas con un oligo control (sc). Por otra parte, la incubación con los inhibidores 
PLX4720 y U0126 también disminuyó significativamente los niveles de TGFβ secretados en 
ambas líneas celulares entre un 30-50% (figura 59B). 
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Figura 59. La inhibición de 
V600E
B-RAF en células 8505C y BHT101 reduce la secreción de TGFβ activo. A) Las células 
8505C y BHT101 se transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA específico para       B-RAF (siB-RAF). 
Pasadas 48h las células se incubaron en medio libre de FBS durante 24h y a continuación se recogieron los 
sobrenadantes para realizar la detección de TGFβ activo mediante ELISA. Los niveles de TGFβ fueron normalizados 
con los valores de proteína total y relativizados frente al control. *0,05>p; **0,01>p>0,001 frente a sc. B) Las células 
se incubaron durante 24h en medio libre de FBS en presencia o ausencia de DMSO, 5µM PLX4720, 10µM PLX4720 o 
10 µM de U0126. Posteriormente se recogieron los sobrenadantes y se realizó la detección de los niveles de TGFβ 
activo mediante ELISA. Los niveles de TGFβ fueron normalizados con los valores de proteína total y relativizados 
frente al control. *0,05>p; **0,01>p>0,001. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado 
 
Por último, para confirmar que V600EB-RAF producía un aumento de la secreción de TGFβ, 
realizamos experimentos similares en las células WRO Mock y WRO VE (figura 60). Los datos 
obtenidos demostraron que las células WRO VE secretaban aproximadamente el doble de 
TGFβ al medio que las células control WRO Mock. Además, observamos que los tratamientos 
con PLX4720 o U0126 no modificaron los niveles de TGFβ secretados por las células WRO 
control, mientras que en las células WRO VE ambos inhibidores revirtieron el aumento de 
TGFβ producido por la sobreexpresión de V600EB-RAF (figura 60).  
Estos resultados demuestran que V600EB-RAF aumenta la secreción de TGFβ a través de la vía 
MEK-ERK en las células tumorales tiroideas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60: 
V600E
B-RAF aumenta los niveles de TGFβ activo a través de MEK-ERK. Las células WRO Mock y WRO VE se  
incubaron con medio libre de suero durante 24h, en presencia o ausencia de DMSO, 10µM PLX4720 o 10 µM 
U0126. Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes y se realizó la detección de los niveles de TGFβ activo 
mediante ELISA. Los niveles de TGFβ fueron normalizados con los valores de proteína total y relativizados frente a 
las células control sin tratar. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado. *0,05>p  
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4. COOPERACIÓN ENTRE V600EB-RAF Y TGFβ EN EL DESARROLLO DEL CÁNCER DE TIROIDES 
 
Una vez observado que V600EB-RAF aumentaba la secreción de TGFβ, estudiamos si este 
aumento tenía algún efecto sobre la migración e invasión celular. Para ello, determinamos 
estos procesos en las células WRO Mock y WRO VE tratadas con el inhibidor del receptor tipo I  
de TGFβ SB-431542. En la figura 61A observamos como dicho inhibidor bloqueó el aumento de 
fosforilación de Smad2 producido por TGFβ. Por otra parte, observamos que el tratamiento de 
las células WRO VE con SB-431542 no produjo diferencias significativas ni en la migración 
(figura 61B) ni en la invasión celular (figura 61C) respecto a las células WRO VE sin tratar.  
 
A partir de estos resultados, podemos afirmar que el aumento de los niveles de TGFβ 
producido por el mutante V600EB-RAF no es el mecanismo principal por el que este oncogén 
induce los procesos de migración e invasión celular en estas células. Sin embargo, nuestros 
datos indicaban una relación entre los efectos de TGFβ y V600EB-RAF, por lo que nos planteamos 
estudiar si V600EB-RAF estaba mediando de algún modo la señalización y los efectos de TGFβ.  
 
  
 
 
 
Figura 61: 
V600E
B-RAF no aumenta ni la migración ni la invasión a través de la secreción de TGFβ. Las células WRO 
Mock y WRO VE se incubaron en presencia o ausencia de 10 µM SB-431542 y 1h más tarde se trataron con 5ng/mL 
TGFβ durante 24h. A) Se realizaron extractos celulares y se detectaron los niveles de p-Smad2 y  β-tubulina 
mediante western blot. B) y C) Las células se tripsinizaron, se resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron 
en cámaras transwells o pocillos con matrigel para analizar la migración (B) y la invasión (C) celular 
respectivamente. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y 
finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su recuento. Los resultados mostrados 
corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos realizados por duplicado.  
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4.1. Papel de V600EB-RAF en la regulación de E-cadherina y Snail1 mediada por TGFβ  
 
A continuación, estudiamos si V600EB-RAF influía en los efectos de TGFβ sobre la regulación de 
Snail1 y E-cadherina. Para ello, en primer lugar, determinamos los niveles de estas proteínas 
mediante western blot en células control o tratadas con TGFβ, en las que previamente 
inhibimos la expresión de B-RAF con siRNA. Como control de la actividad de TGFβ 
determinamos los niveles de fosforilación de Smad2. Como cabía esperar, los niveles de Smad2 
fosforilado  aumentaron tras el tratamiento de TGFβ en ambas líneas celulares (figura 62A y B). 
Sin embargo, al inhibir la expresión de B-RAF observamos diferencias entre ambas líneas 
celulares, mientras que en las células 8505C el silenciamiento de B-RAF no modificó los niveles 
de fosforilación de Smad2 frente a sus controles (figura 62A), en las células BHT101 vimos 
como la inhibición de la expresión de B-RAF causó una disminución de la fosforilación de 
Smad2 inducida por TGFβ (figura 62B). Por otro lado, los datos obtenidos muestran que la 
inhibición de la expresión B-RAF disminuyó los niveles basales de Snail1 en las dos líneas 
celulares de una forma similar a como habíamos demostrado anteriormente usando el 
inhibidor PLX4720 (figura 62A y B). Además, observamos que el silenciamiento de B-RAF 
revirtió el aumento de Snail1 inducido por TGFβ (figura 62A y B). Por otra parte, en las células 
BHT101 el efecto del silenciamiento de B-RAF sobre Snail1 se corresponde con un aumento de 
los niveles basales de E-cadherina, y además revirtió la inhibición de su expresión producida 
por TGFβ (figura 62B). En el caso de las células 8505C, también se observa como el 
silenciamiento de B-RAF aumentó los niveles de E-cadherina; sin embargo, al no expresar         
E-cadherina basalmente, los efectos de TGFβ sobre esta proteína no se pudieron determinar 
(figura 62A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 62: 
V600E
B-RAF participa en la EMT inducida por TGFβ. Las células 8505C (A) y BHT101 (B) se transfectaron 
con siRNA control (sc) o con siRNA de B-RAF (siB-RAF). Pasadas 48h se trataron con 5ng/mL TGFβ durante 24h. 
Posteriormente, se realizaron extractos celulares y se detectaron los niveles de Snai1, E-cadherina. p-Smad2, B-RAF 
y β-Tubulina mediante western blot. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 
3 veces con resultados similares. 
 
 
A continuación, analizamos si estos efectos se correspondían con variaciones en los niveles de 
ARNm de Snail1 y de E-cadherina en ambos tipos celulares (figura 63). En las figuras 63A y B 
podemos observar como en ambas líneas celulares, al igual que habíamos observado con los 
niveles de proteína, el silenciamiento de B-RAF disminuyó el aumento del ARNm de Snail1 
producido por TGFβ (figura 63A y B). Sin embargo, el silenciamiento de B-RAF únicamente 
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redujo significativamente los niveles basales de ARNm de Snail1 en las células 8505C (figura 63 
A y B). En el caso de E-cadherina, en las células 8505C, aunque éstas tienen unos niveles 
basales de E-cadherina muy bajos y el tratamiento con TGFβ no los disminuye más, 
observamos que el silenciamiento de B-RAF aumentó el ARNm de E-cadherina alrededor de 6 
veces tanto en células sin tratar como en células estimuladas con TGFβ (figura 63C). Por otra 
parte, cuando realizamos los mismos experimentos en células BHT101, observamos que, a 
pesar de sus altos niveles basales de E-cadherina, el silenciamiento de B-RAF también aumentó 
la cantidad de ARNm de E-cadherina un 50% en condiciones basales (figura 63D). Además, en 
estas células, el tratamiento con TGFβ disminuyó el ARNm de E-cadherina 5 veces y 
observamos como la ausencia de V600EB-RAF impidió este descenso y las células recuperaron los 
niveles de expresión normales (figura 63D).   
 
 
 
Figura 63. TGFβ aumenta Snail1 y disminuye E-cadherina a través de 
V600E
B-RAF. Las células 8505C (A y C) y BHT101 
(B y D) se transfectaron con siRNA control (sc) o con siRNA de B-RAF (siB-RAF). A las 48h se trataron con  5ng/mL 
TGFβ durante 24h. A continuación se aisló el ARN total y se analizaron los niveles de ARNm de Snail1 (A y B) y de E-
cadherina (C y D) mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. 
Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. ** 0,01>p; *** 0,001>p  
 
 
Para confirmar el papel de V600EB-RAF en la señalización mediada por TGFβ, determinamos los 
niveles de Snail1 y E-cadherina en las células 8505C tratadas con los inhibidores PLX4720 y 
U0126 en presencia o ausencia de TGFβ. La figura 63 muestra como ambos inhibidores 
bloquearon el aumento de Snail1 inducido por TGFβ, al igual que lo hacía el silenciamiento de      
B-RAF. De la misma manera, el tratamiento con los inhibidores aumentó los niveles de             
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E-cadherina en las células sin estimular y en las células estimuladas con TGFβ (figura 64A). 
Finalmente, al igual que ocurría con el silenciamiento de B-RAF en este tipo celular, ninguno de 
los inhibidores redujo el aumento de la fosforilación de Smad2 producido por TGFβ (figura 
64A). En cuanto a los niveles basales de ARNm de Snail1, únicamente el inhibidor PLX4720 
produjo una disminución de éstos; sin embargo, ambos inhibidores disminuyeron el aumento 
de ARNm producido por TGFβ (figura 64B). Por otra parte, observamos como la inhibición de 
V600EB-RAF o MEK aumentó los niveles de E-cadherina en condiciones basales y en células 
tratadas con TGFβ (figura 64C).  
 
Todos estos datos muestran que TGFβ aumenta la expresión de Snail1 e inhibe la expresión de 
E-cadherina a través de un mecanismo dependiente de la vía B-RAF/MEK/ERK. 
 
 
 
 
Figura 64. Los inhibidores PLX4720 y U0126 inhiben la señalización mediada por TGFβ. Las células 8505C se 
incubaron en presencia o ausencia de 5µM PLX4720 o 10µM U0126 y 1h más tarde se estimularon con 5ng/mL 
TGFβ durante 24h. A) Se prepararon extactos celulares y se determinaron los niveles de las proteínas indicadas 
mediante western blot. B) y C) Pasadas 24h se aisló el ARN total y se analizaron los niveles de ARNm de E-cadherina 
(B) y Snail1 (C) mediante PCR a tiempo real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH.  
Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. **0,01>p  
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4.2. Papel de V600EB-RAF en el aumento de la migración celular mediada por TGFβ 
 
Dado que el TGFβ aumenta la migración celular y, además, que la vía V600EB-RAF-MEK-ERK es 
necesaria para la señalización mediada por TGFβ, el siguiente objetivo que nos planteamos fue 
analizar el efecto de la inhibición de V600EB-RAF sobre la migración celular inducida por 
TGFPara ello, realizamos ensayos de migración celular en células pretratadas con PLX4720 o 
U0126 e incubadas con TGFβ. Como esperábamos, el tratamiento con ambos inhibidores 
disminuyó la migración en condiciones basales y el TGFβ la aumentó en ambas líneas celulares 
respecto a las células control; además, este aumento se revirtió en células pretratadas con 
PLX4720 o U0126 y posteriormente estimuladas con esta citoquina (figuras 65A y B).   
 
 
 
Figura 65. 
V600E
B-RAF es necesario para el aumento de la migración celular inducido por TGFβ. Las células 8505C 
(A) y las células BHT101 (B) se trataron con 5µM PLX4720 o 10µM U0126 y una hora más tarde se estimularon con 
5ng/mL TGFβ durante 24h. Posteriormente, las células se tripsinizaron, se resuspendieron con medio libre de FBS y 
se sembraron en cámaras transwells en ausencia o presencia de los inhibidores y TGFβ. Las células se incubaron 
durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de 
cada condición para proceder a su recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres 
experimentos realizados por duplicado. * 0.05>p; **0,01>p. C) Imágenes de las células que han migrado durante 
24h con los distintos tratamientos. Las fotografías son representativas de 3 campos por experimento y de 3 
experimentos independientes. 
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Por último, analizamos si este efecto se reproducía en las células WRO Mock y WRO VE. En 
este caso, observamos que el aumento de la migración de las células WRO VE producido por 
TGFβ fue bloqueado por el PLX4720 (figura 66), demostrando así, la necesidad por parte de las 
células de cáncer de tiroides, de contener la mutación V600EB-RAF para que TGFβ pueda 
aumentar la migración celular.  
Todos estos datos demuestran que existe una cooperación entre TGFβ y la vía RAF-MEK-ERK 
donde TGFβ requiere a V600EB-RAF para inducir la EMT y favorecer la migración celular en 
células derivadas de carcinoma tiroideo.  
 
 
Figura 66. TGFβ aumenta la migración de células con 
V600E
B-RAF. Las células WRO Mock y WRO VE se incubaron en 
ausencia o presencia de 5µM PLX4720 y una hora más tarde se estimularon con 5ng/mL TGFβ durante 24h. 
Posteriormente, las células se tripsinizaron, se resuspendieron con medio libre de FBS y se sembraron en cámaras 
transwells en ausencia o presencia del inhibidor y TGFβ. Las células se incubaron durante 24h y posteriormente se 
fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de cada condición para proceder a su 
recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres experimentos realizados por 
duplicado. * 0.05>p; **0,01>p  
 
 
5. PAPEL DE V600EB-RAF y TGFβ EN LA REGULACIÓN DE PROTEÍNAS IMPLICADAS EN LA 
MIGRACIÓN CELULAR   
 
Una vez demostrado que TGFβ regula la EMT y la migración de las células tumorales tiroideas a 
través de V600EB-RAF, el siguiente objetivo que nos planteamos fue estudiar si alguna de las 
proteínas que pueden participar en estos procesos ejerce su acción a través de TGFβ y/o  
V600EB-RAF . 
 
5.1. Papel de ILK en la EMT regulada por V600EB-RAF y TGFβ  
 
Una de las proteínas que más se ha relacionado con la progresión del cáncer y con la EMT en 
los últimos 10 años es la Quinasa Ligada a Integrinas (ILK). Además, esta quinasa regula los 
niveles de Snail1. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue estudiar si V600EB-RAF y/o TGFβ podían 
regular Snail1 y, por tanto E-cadherina,  a través de ILK. 
En primer lugar, determinamos el efecto de TGFβ sobre los niveles de expresión de ILK 
mediante western blot y PCR a tiempo real. Los resultados que obtuvimos demuestran que el 
tratamiento con TGFβ de las células 8505C y BHT101, aumentó los niveles de proteína de ILK 
respecto a las células control sin tratar (figura 67A y C). Además, este resultado se confirmó 
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analizando los niveles de ARNm, donde observamos que el TGFβ también produjo un 
incremento de 3 veces en la expresión de ILK (figura 67B y D). 
A continuación, estudiamos si el aumento de ILK también estaba mediado por V600EB-RAF. Para 
ello, determinamos los niveles de ILK mediante western blot y PCR a tiempo real en las células 
8505C y BHT101 incubadas sin o con TGFβ, en ausencia o presencia del inhibidor PLX4720. En 
las figuras 68A y B se muestra como el tratamiento con PLX4720 disminuyó los niveles basales 
de ILK y revirtió el aumento de ILK producido por TGFβ. Sin embargo, sorprendentemente, al 
analizar los niveles basales del ARNm de ILK no observamos una disminución tras el 
tratamiento con PLX4720 (figura 68C y D), indicando una posible regulación postraduccional de 
ILK mediada por la actividad de V600EB-RAF. Sin embargo, sí observamos que el PLX4720 
revertió el aumento de ILK producido por TGFβ en las células 8505C (figura 68C), mientras que 
no tuvo ningún efecto en el aumento producido por TGFβ en las células BHT101 (figura 68D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 67. TGFβ aumenta la expresión de ILK. A) y B ) Las células 8505C (A) y las células BHT101 (B) se incubaron en  
presencia o ausencia de 5ng/mL TGFβ durante 24h. A continuación, se preparon extractos celulares y se detectaron 
los niveles de ILK y β-Tubulina mediante western blot. Los datos mostrados corresponden a un experimento 
representativo realizado 3 veces con resultados similares. C) y D) Tras 24h de tratamiento, se aisló el ARN total de 
las  células 8505C (C) y las células BHT101 (D) y se analizaron los niveles de ARNm de ILK mediante PCR a tiempo 
real. Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a 
las medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *** 0,001>p  
 
A continuación, para analizar si ILK participaba en la EMT inducida por TGFβ, estudiamos si 
TGFβ regulaba los niveles de Snail1 y E-cadherina a través de ILK. Para ello, silenciamos ILK 
mediante siRNA en las células 8505C y BHT101 y posteriormente las incubamos con o sin TGFβ. 
Los resultados mostrados en la figura 68A y B demuestran que la inhibición de la expresión de 
ILK (siILK) no modificó los niveles de Snail1 y E-cadherina, en ausencia o en presencia de TGFβ. 
Por otra parte, también analizamos los niveles de la fosforilación de la Serina 9 de GSK3-β y 
observamos que ésta se encuentra constitutivamente fosforilada en ambos tipos celulares 
indicando que el silenciamiento de la expresión de ILK y el tratamiento con TGFβ no modifican 
esta fosforilación (figura 69A y B). Este hecho demuestra que otra u otras quinasas son 
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responsables de esta fosforilación y que otros mecanismos distintos de ILK y GSK3-β regulan 
los niveles de Snail1 en estas células.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 68. 
V600E
B-RAF regula el aumento de ILK producido por TGFβ. Las células 8505C (A y C) BHT101 (B y D) se 
trataron con 5µM PLX4720 y 1h después se estimularon con TGFβ durante 24h. A) y B) Pasadas 24h de tratamiento, 
se preparon extractos de las células 8505C (A) y de BHT101 (B) y posteriormente se detectaron los niveles de ILK y 
β-Tubulina mediante western blot. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 
veces con resultados similares. C) y D) 24h después del tratamiento con TGFβ se aisló el ARN total de las células 
8505C (A) y de BHT101 (B) y se analizaron los niveles de ARNm de ILK mediante PCR a tiempo real. Los valores 
fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± 
ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *** 0,001>p ; NS: No significativo 
 
 
En resumen, estos resultados indican que TGFβ necesita V600EB-RAF para aumentar los niveles 
de ILK, pero esta vía no influye en la regulación de Snail1 y E-Cadherina en las células 
tumorales tiroideas.  
 
 
 
Figura 69. TGFβ no regula la EMT a través de ILK. Las células 8505C (A) BHT101 (B) se transfectaron con un siRNA 
control (sc) o con un siRNA específico para ILK (siILK) y 48h después se incubaron en presencia o ausencia de 
5ng/mL TGFβ. Pasadas 24h de tratamiento, se preparon extractos celulares y posteriormente se detectaron los 
niveles de Snail1, E-cadherina, pGSK3-β (S9), ILK y β-Tubulina mediante western blot. Los datos mostrados 
corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. 
A) B) 
A) B) 
C) D) 
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5.2. Papel de FAK y Src en la EMT regulada por V600EB-RAF y TGFβ  
 
Otra de las proteínas principales presentes en los complejos y las adhesiones focales implicada 
en la regulación de la motilidad celular es la Quinasa de Adhesión Focal (FAK) (33). Existen 
estudios en otros tipos celulares que han relacionado a FAK con la inducción de la EMT 
producida por TGFβ (294) y se ha observado que FAK es necesaria para la expresión de ciertos 
marcadores mesenquimales regulados por esta citoquina. Por ello, estudiamos la posibilidad 
de que TGFβ estuviera ejerciendo algunos de sus efectos sobre la EMT a través de FAK y que        
V600EB-RAF estuviera implicada en este mecanismo. 
En primer lugar, analizamos si TGFβ regulaba la fosforilación y activación de FAK en las células 
tumorales tiroideas. Para ello, tratamos las células 8505C y BHT101 con TGFβ durante 24, 48 y 
72h y analizamos las fosforilaciones más relevantes que regulan la actividad de FAK.                  
Los resultados mostrados en la figura 70 indican que el residuo Y397 se encuentra 
constitutivamente fosforilado en estas células y que TGFβ no produce ninguna modificación en 
el estado de esta fosforilación. Sin embargo, el tratamiento con TGFβ provocó un aumento en 
las fosforilaciones de los residuos Y576, Y577, Y861 y Y407 a las 24h y este aumento se 
mantuvo durante al menos 72h (figura 70).  
 
 
 
Figura 70. TGFβ aumenta la fosforilación de las tirosinas Y576, Y577, Y861 y Y407 de FAK. Las células 8505C y 
BHT101 se trataron con 5ng/mL TGFβ durante 24, 48 y 72h . Posteriormente, se preparararon los extractos 
celulares. Finalmente, se inmunoprecipitó FAK total y se analizaron los niveles de FAK fosforilado (p-FAK) en los 
residuos de tirosina 397, 576, 577, 861 y 407 mediante western blot, utilizándose como control de carga FAK total. 
Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. 
 
Una vez visto que TGFβ aumentaba la fosforilación de FAK, estudiamos si también estaba 
regulando la EMT a través de FAK en las células 8505C y BHT101. Para ello, inhibimos la 
expresión de FAK mediante siRNA y analizamos los efectos sobre Snail1. En la figura 71 se 
muestra que el silenciamiento de FAK disminuyó la expresión de Snail1 en condiciones basales. 
Además, la falta de expresión de FAK revirtió el aumento producido por TGFβ (figura 71), de la 
misma manera que lo hacía el silenciamiento de B-RAF (ver figura 62). Por otra parte, también 
observamos que los efectos de FAK sobre Snail1 se correspondían con un bloqueo en el 
aumento de migración celular inducido por TGFβ (figura 72), demostrando así, que FAK es otra 
de las proteínas fundamentales en la progresión del cáncer tiroideo mediado por TGFβ. 
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Figura 71. TGFβ aumenta Snail1 a través de FAK. Las células 8505C y BHT101 se transfectaron con siRNA control 
(sc) o con siRNA de FAK (siFAK). Pasadas 48h se trataron con 5ng/mL TGFβ durante 24h. A continuación, se 
prepararon extractos los celulares y se determinaron los niveles de Snail1, FAK y β-Tubulina mediante western blot. 
Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. 
 
 
 
 
Figura 72. FAK es necesario para el aumento de la migración celular inducido por TGFβ. Las células 8505C (A) y 
BHT101 (B) se transfectaron con un siRNA control (sc) o con un siRNA específico para FAK (siFAK). 24h después se 
trataron con 5ng/mL TGFβ durante otras 24h. A continuación, las células se tripsinizaron, se resuspendieron con 
medio libre de FBS y se sembraron en cámaras transwells en ausencia o presencia de TGFβ. Las células se incubaron 
durante 24h y posteriormente se fijaron, se tiñeron con cristal violeta y finalmente se fotografiaron 3 campos de 
cada condición para proceder a su recuento. Los resultados mostrados corresponden a las medias ± ESM de tres 
experimentos realizados por duplicado. **0,01>p 
 
Una de las proteínas que median la activación de FAK es la tirosina quinasa Src. Se ha 
demostrado que tras la fosforilación de la Y397, Src se asocia con FAK y posteriormente 
fosforila los residuos de tirosina Y576 y Y577. Por esta razón, estudiamos si Src participaba en  
la EMT producida por TGFβ. Para ello, inhibimos la actividad de Src con el inhibidor específico 
SU6656 en presencia o ausencia de TGFβ y determinamos los niveles de proteína de Snail1 y  
E-cadherina en nuestras líneas celulares. La inhibición de Src con SU6656 inhibió los niveles de 
Snail1 en condiciones basales tanto en las células 8505C como en las células BHT101 (figuras 
73A y B). Además, la inhibición de Src también disminuyó el aumento de Snail1 producido por 
el tratamiento con TGFβ en ambas líneas celulares (figuras 73A y B). No obstante, 
sorprendentemente, observamos que la inhibición de Src únicamente aumentó los niveles 
basales de E-cadherina e impidió la disminución de E-cadherina producida por TGFβ en las 
células BHT101, indicando la participación de FAK-Src en la EMT inducida por TGFβ (figura 
73B). Sin embargo, en las células  8505C, la inhibición de Src en células tratadas con TGFβ no 
produjo variaciones en los niveles de E-cadherina (figuras 73A).  
A) B) 
A) B) 
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Debido  a las diferencias observadas entre las dos líneas celulares, nos planteamos analizar si 
en las células 8505C el tratamiento con TGFβ inducía la interacción entre FAK y Src y, de esta 
manera, poder explicar porqué no había ningún efecto sobre E-cadherina en estas células. Para 
ello, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitación en las células 8505C y vimos que Src 
estaba interaccionando con FAK en condiciones basales y que la estimulación con TGFβ 
aumentaba esta asociación significativamente (figura 73C), sugiriendo que la regulación de 
Snail1 y la migración celular por TGFβ-Src-FAK es independiente de la regulación de                  
E-cadherina en este tipo celular. 
Finalmente, para confirmar estos resultados, analizamos los niveles de ARNm de Snail1 y de   
E-cadherina mediante PCR a tiempo real (figuras 74A-D). En las figuras 74A y B observamos 
que la inhibición de Src disminuyó los niveles de ARNm de Snail1 tanto en condiciones basales, 
como tras la estimulación con TGFβ en ambas líneas celulares. Sin embargo, al igual que se 
observó mediante western blot, la inhibición de Src sólo aumentó el ARNm de E-cadherina en 
condiciones basales y tras la estimulación con TGF en las células BHT101 (figura 74D).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 73: TGFβ regula E-cadherina a través de Src en las células BH101. Las células 8505C (A) y BHT101 (B) se 
trataron con 10 µM SU6656 y 1h más tarde se estimularon con 5ng/mL TGFβ. A las 24h se preparararon los 
extractos celulares y se detectaron los niveles de Snail1, E-cadherina y β-Tubulina mediante western blot. C) Las 
células 8505C se trataron con 5ng/mL TGFβ durante 48h y posteriormente se preparararon los extractos celulares. A 
continuación se inmunoprecipitó con un anticuerpo anti-FAK y los complejos fueron analizados mediante western 
blot utilizando anticuerpos frente a Src y FAK. Las imágenes corresponden a un experimento representativo de 3 
experimentos con resultados similares. 
 
Para comprobar si V600EB-RAF también jugaba un papel en la activación de Src y FAK mediada 
por TGFβ, a continuación estudiamos si este oncogén participaba en la fosforilación de FAK por 
TGFβ. Para ello, tratamos las células con TGFβ, en presencia o ausencia de PLX4720, y 
analizamos las fosforilaciones en las tirosinas 576 y 577 de FAK (figura 75A y B). El tratamiento 
con PLX4720 no modificó el estado basal de ninguna de las dos fosforilaciones y tampoco 
A) B) 
C) 
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alteró el aumento de las fosforilaciones producido por TGFβ. Estos datos nos indican que la 
activación de Src/FAK mediada por TGFβ es independiente de V600EB-RAF.   
 
 
 
 
Figura 74: TGFβ regula la expresión de Snail1 a través de Src. Las células 8505C (A y C) y BHT101 (B y D) se trataron 
con 10 µM SU6656 y 1h más tarde se estimularon con 5ng/mL TGFβ durante 24h. Posteriormente, se aisló el ARN 
total de las células y se analizaron los niveles de ARNm de Snail1 y E-cadherina mediante PCR a tiempo real. Los 
valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los resultados mostrados corresponden a las 
medias ± ESM de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * 0,05>p; ** 0,01>p;  *** 0,001>p 
 
 
 
 
Figura 75: 
V600E
B-RAF no afecta a la activación de FAK mediada por TGFβ. Las células 8505C (A) y BHT101 (B), se 
trataron con 5µM PLX4720 o 10 µM U0126 y 1h después se estimularon con TGFβ. Pasadas 24h se prepararon los 
extractos celulares, se inmunoprecipitó FAK total y se analizaron los niveles de las fosforilaciones Y576 y Y577        
de FAK (p-FAK) mediante western blot. Los niveles de FAK total se utilizaron como control de carga. Los datos 
mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares. 
 
 
A) B) 
C) D) 
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A continuación, para confirmar la hipótesis de que B-RAF y Src/FAK estaban regulando la EMT 
inducida por TGFβ de forma independiente, analizamos los niveles de Snail1 y E-cadherina en 
las células 8505C en las que inhibimos de forma simultánea V600EB-RAF y Src. En la figura 76, se 
observa como el tratamiento conjunto con los inhibidores PLX4720 y SU6656 produjo una 
reducción mayor de los niveles de Snail1 que ambos tratamientos por separado, tanto en 
células sin estimular como en células estimuladas con TGFβ. Asimismo, los niveles de                  
E-cadherina únicamente se restablecieron con el tratamiento con PLX4720 y en ningún caso 
aumentaron cuando tratamos las células con SU6656. Estos datos indican que TGFβ requiere a     
B-RAF y a Src para aumentar los niveles de Snail1, siendo estos dos mecanismos 
independientes entre sí. Asimismo, la fosforilación permanente de Smad2 tras el tratamiento 
con TGFβ en presencia de los inhibidores (figura 76), sugiere que V600EB-RAF y Src/FAK regulan 
el aumento de Snail1 mediado por TGFβ independientemente de la activación de Smad2 o a 
través de la vía canónica de TGFβ, pero por debajo de esta proteína. Finalmente, el hecho de 
que la expresión de E-cadherina únicamente se recupere con PLX4720, indica que su 
regulación requiere de Snail1 y de otros mecanismos moleculares mediados por V600EB-RAF, al 
margen de los producidos por TGFβ y la actividad de Src/FAK.  
 
En conjunto, estos resultados demuestran que, en células derivadas de carcinoma anaplásico 
tiroideo, la EMT se regula a través de Src, FAK y V600EB-RAF, y además, indican la necesidad de 
la actividad de estas tres proteínas para la progresión tumoral inducida por TGFβ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 76. TGFβ
 
regula la EMT a través de 
V600E
B-RAF y Src por un mecanismo independiente. Las células 8505C se 
trataron con 5 µM PLX4720, 10 µM SU6656 o con ambos inhibidores simultaneamente y 1h más tarde se 
estimularon con 5ng/mL TGFβ. Pasadas 24h se preparararon los extractos celulares y se detectaron los niveles de 
Snail1, E-cadherina y p-Smad2 mediante western blot, utilizándose como control de carga Smad 2/3. Los datos 
mostrados corresponden a un experimento representativo realizado 3 veces con resultados similares.
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El desarrollo del cáncer se caracteriza por la alteración de los mecanismos reguladores que 
coordinan el comportamiento normal de las células que constituyen nuestro organismo. El 
inicio del tumor se debe a una alteración genética que provoca la proliferación descontrolada 
de una única célula formando una población clonal de células tumorales. Durante la progresión 
del tumor ocurren mutaciones adicionales que confieren una ventaja selectiva a las células, 
dando lugar a una población más apta para la supervivencia, proliferación y, finalmente, para 
la propagación por el resto del organismo. En este sentido, el descubrimiento de la existencia 
de los protooncogenes en 1976 constituyó un avance fundamental en la comprensión de los 
mecanismos moleculares que participaban en el desarrollo tumoral (300). Los protooncogenes 
son genes presentes en las células normales susceptibles de adquirir mutaciones que confieren 
a las células una ventaja adaptativa sobre el resto. Además, son genes reguladores 
importantes, ya que en muchos casos codifican proteínas que forman parte de vías de 
señalización que controlan la proliferación y la supervivencia. B-RAF es un claro ejemplo de 
protooncogén y de las múltiples mutaciones que puede sufrir, la sustitución de la valina en la 
posición 600 por un ácido glutámico es la más frecuente. Esta mutación da lugar al oncogén 
V600EB-RAF objeto de nuestro estudio. 
 
El cáncer de tiroides es la segunda patología después del melanoma en la que el mutante 
V600EB-RAF se encuentra presente con mayor frecuencia (129). Numerosos estudios han 
demostrado que V600EB-RAF juega un papel importante en las primeras etapas del desarrollo 
del cáncer tiroideo y, recientemente se ha demostrado que este oncogén es, además, 
indispensable para el mantenimiento y la progresión del cáncer de tiroides a un carcinoma más 
agresivo y con peor pronóstico. A pesar de los esfuerzos, poco se conoce sobre los 
mecanismos moleculares mediados por V600EB-RAF implicados en este aumento de agresividad 
tumoral. Además, debido a la identificación errónea de líneas celulares de cáncer de tiroides 
descrita por Schweppe et.al en 2008 (298), es necesario verificar de nuevo los mecanismos 
descritos, así como determinar las nuevas alteraciones moleculares producidas por V600EB-RAF 
en líneas celulares con un origen tiroideo auténtico. Por ello, en este trabajo nos planteamos 
estudiar el papel de V600EB-RAF en los mecanismos moleculares implicados en la progresión del 
cáncer de tiroides, en concreto, en los mecanismos relacionados con los procesos de migración 
e invasión celular. Para ello, utilizamos tres líneas celulares, una de ellas con la proteína              
WTB-RAF y las otras dos con el mutante V600EB-RAF. Este modelo, junto con el uso de diferentes 
estrategias metodológicas, nos ha permitido comparar los efectos producidos por una y otra 
proteína y, así, poder describir el papel del mutante V600EB-RAF en células tumorales tiroideas.  
 
En líneas generales, en la primera parte del trabajo demostramos que el mutante V600EB-RAF 
causa un aumento en la migración y en la invasión celular y, a su vez, participa en la transición 
epitelio-mesénquima (EMT) a través del aumento de los niveles de Snail1 y de la represión de         
E-cadherina. Asimismo, confirmamos el efecto represor de Snail1 sobre E-cadherina y 
demostramos que la expresión del primero es necesaria para la represión de E-cadherina 
inducida por V600EB-RAF. Adicionalmente, mostramos que la sobreexpresión de Snail1 favorece 
los procesos de migración e invasión celular, indicando un posible mecanismo por el que  
V600EB-RAF participa en la progresión del cáncer de tiroides.  
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Por otra parte, mostramos que la citoquina multifuncional TGFβ carece de sus efectos 
antiproliferativos y proapoptóticos característicos de algunos tipos y contextos celulares y, en 
cambio, promueve tanto la EMT, como la migración celular. Así, mostramos que en líneas 
tiroideas con altos niveles de E-cadherina, TGFβ induce la represión de la misma a través del 
aumento de Snail1, demostrando su papel estimulador del desarrollo tumoral en etapas 
avanzadas del cáncer de tiroides. 
Asimismo, demostramos que V600EB-RAF tiene un papel dual sobre los efectos de TGFβ. Por una 
parte, aumenta los niveles de TGFβ secretado al medio. Además, tanto su expresión como su 
actividad son necesarias para el aumento de Snail1 y la represión de E-cadherina producidos 
por TGFβ, demostrando una cooperación entre V600EB-RAF y TGFβ en la inducción de la EMT y 
en la migración de células tumorales tiroideas con V600EB-RAF.  
  
Por último, observamos que el tratamiento con TGFβ afecta también a las proteínas FAK e ILK, 
implicadas en la formación de los contactos focales. TGFβ aumenta la expresión de ILK por un 
mecanismo dependiente de V600EB-RAF, pero este aumento no está relacionado con la mayor 
capacidad migratoria inducida por este oncogén y esta citoquina. Además, TGFβ aumenta la 
interacción de FAK con Src y la fosforilación de FAK, estando ambas proteínas implicadas en la 
EMT inducida por TGFβ. En este contexto, el papel de V600EB-RAF parece ser independiente de 
la actividad de FAK y de Src, poniendo de manifiesto la gran variedad de mecanismos por los 
que TGFβ puede inducir la EMT y mostrando las diferentes alternativas existentes para inhibir 
la agresividad tumoral característica del ATC.   
 
 
1. V600EB-RAF REGULA LA PROLIFERACIÓN Y LA APOPTOSIS EN CÉLULAS TUMORALES 
TIROIDEAS  
 
Para el estudio del papel de B-RAF en la progresión del cáncer tiroideo, nosotros elegimos dos 
estrategias metodológicas distintas. Por una parte, la eliminación de la expresión de B-RAF 
mediante siRNA y, por otra, la eliminación de la actividad quinasa de B-RAF con el inhibidor 
específico PLX4720. Además, como muchas de las funciones atribuidas a las proteínas RAF se 
realizan a través de la cascada MEK/ERK, también utilizamos el inhibidor de MEK U0126.  
Cuando determinamos los niveles de activación de la vía MEK/ERK, observamos que                   
ésta se encontraba constitutivamente activa en las tres líneas celulares utilizadas, 
independientemente del estado de activación de B-RAF. Además, observamos que la 
activación de MEK es totalmente dependiente de B-RAF en células que poseen la mutación 
V600EB-RAF. También demostramos la selectividad del inhibidor PLX4720 sobre B-RAF 
oncogénico, ya que el inhibidor de MEK U0126 inhibe la fosforilación de ERK en las tres líneas 
celulares utilizadas, y sin embargo, el inhibidor PLX4720 únicamente inhibe la fosforilación de 
ERK en las células 8505C y BHT101, portadoras de la mutación V600EB-RAF. Estos resultados son 
similares a los publicados previamente por nuestro grupo de investigación en células 
tumorales de melanoma (301) y concuerdan con el complejo modelo de activación de la vía 
MEK/ERK a través de la formación de homodímeros y heterodímeros de C-RAF y B-RAF (145, 
151, 302). Así, se ha demostrado que en células con B-RAF silvestre o con formas oncogénicas 
de B-RAF catalíticamente inactivas, estas proteínas forman heterodímeros con C-RAF y activan 
MEK a través de esta última. Sin embargo, las mutaciones activadoras de B-RAF, como            
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V600EB-RAF, forman homodímeros y fosforilan directamente a MEK (146, 153). De hecho, 
recientemente se ha demostrado que el inhibidor PLX4720 puede tener efectos no deseados 
en determinados contextos celulares, como en células tumorales que poseen Ras oncogénico o 
B-RAF silvestre, dando lugar a una activación de ERK y a un aumento de la proliferación celular 
a través de la formación de complejos activos B-RAF/C-RAF (206-208). Este hecho hace que 
pacientes con melanoma desarrollen lesiones hiperproliferativas y, en algunos casos, 
carcinomas de células escamosas tras el tratamiento con PLX4720 u otros inhibidores análogos 
como PLX4032 (205). 
En nuestro caso, como cabía esperar, el tratamiento de las células 8505C y BHT101 con los 
inhibidores PLX4720 y U0126 disminuyó la proliferación celular, indicando que, en estas células 
este proceso depende de V600EB-RAF a través de la activación de la vía MEK/ERK. Sin embargo, 
los mismos tratamientos en las células WRO produjeron efectos distintos; el tratamiento con 
PLX4720 también disminuyó inesperadamente la proliferación, mientras que el tratamiento 
con U0126 no tuvo ningún efecto. En cuanto a la disminución de la proliferación celular 
producida por PLX4720 en células portadoras de V600EB-RAF, estos datos coinciden con los de 
otros autores que demuestran que este inhibidor disminuye los niveles de ciclina D1 y 
aumenta los de inhibidores de CDKs como CDKN1A y CDKN1B en células tiroideas (166, 181). 
Nuestros datos también coinciden con trabajos anteriores en los que se ha descrito que la 
inhibición der MEK con U0126 disminuye la proliferación de células con V600EB-RAF, mientras 
que en células tumorales que contienen B-RAF o mutaciones en Ras, la inhibición de esta vía 
no tiene grandes efectos sobre la tasa de proliferación celular (303-305). Así, numerosos 
autores defienden que las células que poseen V600EB-RAF tienen mayor dependencia de MEK-
ERK para la proliferación que las células que tienen la proteína B-RAF silvestre (303, 306). Esto 
puede ser debido a que, mientras que B-RAF oncogénico activa ERK e induce la expresión de la 
ciclina D1 (306), en tumores con otras mutaciones la señal de ERK puede ser prescindible para 
la expresión de esta ciclina y otras vías, como PI3K o RalGDS, pueden tener mayor importancia 
sobre la proliferación (307, 308). Nuestros datos coinciden con los publicados por Namba et al. 
y con los descritos por Liu et al., en los cuales se demuestra que la inhibición de MEK en células 
WRO no afecta ni a la tasa de crecimiento ni a la viabilidad celular respectivamente (309, 310). 
Además, en estudios con líneas celulares de tiroides con V600EB-RAF también se ha observado 
una actividad elevada de NF‐κB y se ha demostrado que la proliferación celular depende en 
gran medida de esta actividad (311). Por otra parte, la inhibición de la proliferación de las 
células WRO tratadas con PLX4720 no se corresponde con los resultados esperados; sin 
embargo, se han observado datos similares en las células tumorales tiroideas TPC-1, que 
poseen la translocación RET/PTC-1, mutaciones en PI3K y WTB-RAF (181). Hasta el momento, 
nosotros no conocemos si las células WRO poseen estas mutaciones, pero los resultados 
indican que ciertos tumores tiroideos sin mutaciones en B-RAF son sensibles al tratamiento 
con PLX4720 y, por ello, son necesarias más validaciones preclínicas para entender este 
fenómeno antes de proceder al tratamiento en humanos.  
Otra de las características de las células tumorales es su resistencia a morir por apoptosis. En 
este sentido, nuestros datos también demuestran que la proteína oncogénica V600EB-RAF, 
induce supervivencia en las células tumorales tiroideas que la contienen, ya que la eliminación 
de su actividad tras los tratamientos con PLX4720 o la inhibición de MEK con U0126 aumentan 
ligeramente la muerte celular a partir de 48 horas. Nuestros resultados se ven apoyados por 
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estudios en los que la inhibición de la expresión de B-RAF en células tiroideas portadoras del 
mutante V600EB-RAF produce un ligero aumento en la muerte celular (306). Además, en células 
de melanoma se ha observado que PLX4720 induce apoptosis a través del aumento de la 
expresión y activación de la proteína proapoptótica BIM (312, 313). 
 
2. V600EB-RAF INDUCE LA EMT Y PARTICIPA EN EL AUMENTO DE LA MIGRACIÓN E 
INVASIÓN CELULAR 
 
Una de las características que presentan los tumores con la mutación V600EB-RAF es su mayor 
agresividad y potencial metastático frente a tumores que poseen otras alteraciones genéticas. 
En este sentido, nuestros resultados demuestran que este oncogén induce la migración y la 
invasión de células tumorales tiroideas. Así, la sobreexpresión de V600EB-RAF en células WRO 
aumenta ambos procesos celulares. Además, nuestros datos muestran que la eliminación de la 
expresión de B-RAF disminuye la migración celular tanto en células tiroideas que expresan el 
mutante V600EB-RAF, como en células con WTB-RAF, efectos que se reproducen al tratar las 
células con PLX4720 y U0126. Estos resultados demuestran que estos efectos son 
dependientes de la vía canónica RAF-MEK-ERK. Sin embargo, la invasión celular únicamente 
disminuye en células portadoras del mutante V600EB-RAF, indicando que este oncogén es 
necesario para la adquisición del fenotipo invasivo e induce sus efectos a través de MEK/ERK.  
Estos resultados coinciden con estudios realizados recientemente en los que se ha demostrado 
que tanto el silenciamiento de B-RAF, como el tratamiento con PLX4720 causan una 
disminución de la capacidad migratoria e invasiva de células derivadas de ATC portadoras del 
mutante V600EB-RAF (181, 183). Además, nuestros datos concuerdan con trabajos en los que se 
sobreexpresa V600EB-RAF en la línea celular de tirocitos de rata PCCL3, donde se observa un 
aumento en la migración celular (290, 314).  
Asimismo, nuestros resultados muestran que el aumento de la migración e invasión producido 
por la sobreexpresión de V600EB-RAF en las células WRO se revierte con PLX4720. Sin embargo 
el tratamiento con U0126 únicamente restablece los niveles basales en el caso de la migración, 
indicando que, en estas células en concreto, V600EB-RAF regula la invasión de forma 
independiente de la vía MEK-ERK. Este último dato se corresponde con el trabajo realizado por 
Palona et al. en 2006, en el que sobreexpresan el mutante V600EB-RAF en células WRO y 
observan que el aumento de la invasión celular no es inhibido por U0126 y, en cambio, sí es 
revertido por un inhibidor específico de NF‐κB (168). Estos autores postulan que la invasión 
celular inducida por V600EB-RAF podría estar mediada por un aumento de la actividad de NF‐κB. 
Aunque no poseemos una respuesta a este respecto, el hecho de que U0126 sí inhiba la 
invasión en las células que expresan V600EB-RAF de forma endógena podría explicarse por la 
dependencia que presentan algunos tipos celulares a determinados genes para mantener su 
fenotipo maligno, concepto que dio lugar a la denominada “adicción al oncogén” (315). Por 
ello, probablemente las células que expresan V600EB-RAF de forma endógena hayan sufrido las 
alteraciones necesarias dependientes de su “adicción” a V600EB-RAF para favorecer la invasión 
celular, mientras que células en las que sobreexpresamos V600EB-RAF de forma exógena, este 
proceso aún no se ha producido. 
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A pesar de que varios estudios han relacionado la hiperactivación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK 
con la inducción de la EMT, actualmente se desconocen los mecanismos moleculares por los 
que V600EB-RAF induce la adquisición de un fenotipo mesenquimal en células de cáncer de 
tiroides. En este trabajo demostramos que V600EB-RAF ejerce gran parte de sus efectos a través 
de Snail1.  
Snail1 es una proteína muy inestable, con una regulación muy compleja a nivel transcripcional 
y postranscripcional. Nuestros resultados muestran, por primera vez, que V600EB-RAF regula los 
niveles de Snail1 en líneas celulares de cáncer de tiroides y, además, que lo hace a dos niveles: 
a través de un mecanismo transcripcional independiente de la vía MEK/ERK y a nivel 
postranscripcional, dependiente de la vía MEK/ERK. Estas conclusiones se basan en que la 
sobreexpresión de V600EB-RAF en células WRO con WTB-RAF aumenta los niveles de proteína y 
de ARNm. Además, este aumento se bloquea por el inhibidor PLX4720, confirmando así la 
participación del mutante V600EB-RAF en el incremento de la expresión de Snail1. Estos datos se 
corresponden con el trabajo de Massoumi et al., en el que sobreexpresan V600EB-RAF en células 
de melanoma y también obtienen un incremento en los niveles totales de Snail1 (316). Sin 
embargo, los cambios en el ARNm difieren entre las células tratadas con PLX4720 y las tratadas 
con U0126 ya que la inhibición de MEK no los modifica. Este resultado indica que la regulación 
transcripcional por V600EB-RAF es independiente de la vía MEK-ERK. Aunque no existen datos en 
la literatura sobre la relación de V600EB-RAF y la expresión génica de Snail1, se ha demostrado 
que en células tumorales pancreáticas el oncogén V12Ras es capaz de activar la expresión de 
Snail1 por un mecanismo desconocido, independiente de la vía MEK/ERK. Por lo tanto, B-RAF 
podría inducir Snail1 por esta misma vía. En este sentido, la vía de NF-κB podría constituir un 
posible mecanismo por el que V600EB-RAF favorezca la expresión de Snail1, ya que se ha 
demostrado que este factor de transcripción regula su expresión (64). De momento, no se 
conoce ningún sustrato distinto de MEK a través del cual B-RAF puede ejercer sus funciones, 
sin embargo se ha demostrado que C-RAF modula la actividad de varios efectores 
independientemente de su actividad quinasa sobre MEK, como NF-κB (317, 318). Por lo tanto, 
dado que B-RAF puede señalizar en determinadas circunstancias a través de C-RAF, este podría 
ser un mecanismo de actuación distinto a la vía MEK-ERK. De hecho, V600EB-RAF se ha 
relacionado con el aumento de actividad de NF-κB independiente de MEK-ERK en células 
tiroideas (168, 319). Estos datos, junto con la gran actividad de NF-κB encontrada en algunas 
líneas de cáncer de tiroides (320), refuerzan la hipótesis de que V600EB-RAF esté regulando la 
expresión de Snail1 a través de NF-κB.  
Por otra parte, nuestros resultados también demuestran que V600EB-RAF regula los niveles 
proteicos de Snail1 a través de la vía MEK-ERK, ya que tanto la inhibición de la expresión de        
B-RAF, como la inhibición de su actividad con PLX4720 o el tratamiento con el inhibidor de 
MEK U0126 disminuyen los niveles de proteína de Snail1. En este sentido, respecto a la 
regulación a nivel postranscripcional, Zhou et al., demostraron que el tratamiento de células 
de cáncer de mama con factores de crecimiento que estimulan la vía Ras-RAF-MEK-ERK 
produce la estabilización de Snail1 a través de la fosforilación inhibitoria de GSK3-β (103). Por 
tanto, el tratamiento con PLX4720 o U0126 supondría un aumento de la actividad de GSK3-β y 
en consecuencia, la degradación de Snail1 a nivel proteosomal. De hecho, esta teoría se ve 
apoyada por un estudio en el que se muestra la participación de GSK3-β en la regulación de 
Snail1 en líneas de tiroides (321) y por resultados preliminares no mostrados en este estudio, 
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los cuales indican que U0126 disminuye los niveles de la fosforilación inhibitoria de la serina 9 
en GSK3-β.  
 
La pérdida de E-cadherina en los frentes invasivos tumorales es un factor de riesgo en PTCs y 
se ha relacionado con una mayor agresividad de estos tumores (322). En este sentido, nosotros 
demostramos, por primera vez, que el mutante V600EB-RAF reprime la expresión de E-cadherina 
en células tumorales tiroideas ya que el silenciamiento de B-RAF o el tratamiento con los 
inhibidores PLX4720 y U0126 provocan una recuperación de la expresión de E-cadherina 
asociada con un cambio morfológico muy acusado que da lugar a un fenotipo con 
características epiteliales. Estas alteraciones, junto con la disminución observada de los niveles 
de Snail1 indican que V600EB-RAF y la vía MEK-ERK están implicados en la progresión de la EMT. 
Estos datos se corresponden con los obtenidos por Riesco-Eizaguirre et al., en los que 
demuestran que la sobreexpresión de V600EB-RAF en tirocitos de rata favorece la EMT 
disminuyendo los niveles de E-cadherina y aumentando los niveles de los marcadores 
mesenquimales Fibronectina y Vimentina (290). Asimismo, en el estudio realizado por Knauf et 
al., en un modelo animal demuestran el aumento de la expresión de genes mesenquimales en 
tumores inducidos por V600EB-RAF y muestran una relación directa entre la falta de E-cadherina 
y la pérdida de diferenciación celular (192). Por tanto, estos resultados, junto con nuestro 
estudio, en el que aportamos nuevos datos sobre la regulación de la EMT en células 
transformadas de origen humano, demuestran que V600EB-RAF es una proteína indispensable 
para la progresión del cáncer de tiroides a fenotipos más agresivos y con peor pronóstico.  
Numerosos estudios han demostrado que Snail1 es un factor de transcripción que regula los 
niveles de E-cadherina reprimiendo su expresión. Nosotros demostramos que este mecanismo 
también se cumple en nuestro modelo celular mediante dos estrategias diferentes. Por una 
parte, observamos como el silenciamiento de Snail1 aumenta la expresión de E-cadherina a 
nivel transcripcional y, por otra, como la sobreexpresión de Snail1 en células con altos niveles 
de E-cadherina produce una disminución de la misma. Además, demostramos que la expresión 
de Snail1 se opone a la recuperación de E-cadherina inducida por los inhibidores PLX4720 y 
U0126, lo que indica que V600EB-RAF y la vía MEK-ERK actúan a través de Snail1 para reprimir           
E-cadherina. 
Sin embargo, nosotros creemos que este no es el único mecanismo de regulación de                
E-cadherina en estas células. El hecho de que las células BHT101 posean unos niveles basales 
de E-cadherina tan elevados y además expresen Snail1 supone que, aunque V600EB-RAF esté 
favoreciendo la EMT a través de la represión de E-cadherina, ni su presencia ni la activación 
constitutiva de ERK son los únicos requisitos para la pérdida de E-cadherina. Además, esto 
sugiere que la represión de E-cadherina no depende únicamente de Snail1 y que                            
son necesarias otras alteraciones moleculares producidas por V600EB-RAF para reprimir 
completamente la expresión de E-cadherina. En este sentido, se han encontrado diferencias en 
la expresión de E-cadherina dependiendo del estadío del tumor; mientras que la pérdida de       
E-cadherina se ha observado en carcinomas primarios, su reexpresión es frecuente en focos 
secundarios tales como las metástasis en ganglios linfáticos (84). Esto indica que la expresión 
de E-cadherina ha de considerarse como un proceso dinámico, regulado finamente durante la 
progresión tumoral y, además, explica el que las células BHT101 posean unos niveles tan altos 
de E-cadherina, ya que estas células fueron establecidas a partir de metástasis en ganglios 
linfáticos. 
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Por otra parte, la activación de RTKs se ha asociado al aumento de la expresión de inductores 
de la EMT como los represores de E-cadherina, Zeb1, Zeb2 y los factores bHLH (89), por lo que 
no sería de extrañar que V600EB-RAF, a través de la hiperactivación de la vía MEK-ERK, regule la 
expresión de dichos factores de transcripción. Además, la presencia de V600EB-RAF en PTC se ha 
asociado con la hipermetilación de genes supresores de tumores y su consiguiente represión 
transcripcional (323). Más concretamente, en el estudio realizado por Smith JA et al. se 
muestra como el gen de E-cadherina está metilado con mayor frecuencia en pacientes con PTC 
que en los pacientes controles (324). Estos datos, junto con los resultados que demuestran 
que la inhibición de la activación de la vía MEK-ERK da lugar a la desmetilación y a la 
recuperación de la expresión de algunos de los genes supresores de tumores (202), justifican la 
hipótesis de que probablemente V600EB-RAF esté reprimiendo la expresión de E-cadherina a 
través de varios mecanismos a parte del aumento de Snail1.  
Por último, en esta parte del trabajo demostramos que la sobreexpresión de Snail1 en líneas 
derivadas de ATC da lugar a un aumento de la migración y la invasión celular, acompañado de 
un cambio fenotípico caracterizado por una morfología mesenquimal como ocurre en 
queratinocitos  y líneas celulares derivadas de carcinoma de células escamosas (73, 325). De 
acuerdo con esto, se ha observado una mayor expresión de Snail1 en tumores tiroideos que en 
tejido tiroideo normal, asociando este factor de transcripción con el desarrollo del cáncer de 
tiroides (326).  
 
Por tanto, nuestros datos demuestran que V600EB-RAF favorece la migración y la invasión celular 
y que estos procesos se relacionan con la inducción de la EMT a través de la expresión de 
Snail1 y la represión de E-cadherina.  
 
 
3. TGFβ INDUCE LA EMT EN CÁNCER DE TIROIDES 
 
A pesar de que una de las funciones primarias de TGFβ es inhibir la proliferación y activar el 
proceso de muerte celular, en muchos casos las células cancerígenas adquieren la capacidad 
de evadir o atenuar este tipo de respuestas mediadas por TGFβ. De este modo, son capaces de 
transformar su señalización en efectos que favorecen la progresión tumoral y la metástasis. En 
este sentido, dependiendo del tipo de tumor y del estadío donde se encuentre, TGFβ puede 
actuar como supresor o como promotor tumoral (210, 248).  
Nosotros demostramos que tanto en células con el mutante V600EB-RAF como en células sin él, 
TGFβ carece de efectos antiproliferativos y proapoptóticos, indicando que estos tipos celulares 
han perdido la capacidad de responder a los efectos antitumorales de TGFβ. Estos datos se 
corresponden con estudios realizados con tumores tiroideos, en los que se ha observado una 
pérdida de sensibilidad a las respuestas mediadas por TGFβ, probablemente debidas a 
deficiencias en la expresión de Smad4 o a la sobreexpresión de Smad7 (327). De hecho, se ha 
demostrado que la sobreexpresión de estas proteínas Smad en células derivadas de PTC o en 
muestras de tumores foliculares y papilares humanos produce un incremento en la respuesta 
antiproliferativa o una atenuación de la señalización antitumoral mediada por TGFβ  (328, 
329). 
En este trabajo otro objetivo es el estudio de los procesos que participan en la progresión 
tumoral mediada por TGFβ. Así, demostramos que el TGFβ induce la EMT y la migración celular 
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a través de un aumento de Snail1 y de una reducción de los niveles E-cadherina, lo que 
conlleva cambios morfológicos acusados. Además, las variaciones en la expresión de estas dos 
proteínas se corresponden con cambios en los niveles de ARNm, indicando que TGFβ regula su 
expresión a nivel transcripcional. Nuestros datos se corresponden con numerosos estudios que 
relacionan TGFβ con la inducción de la expresión de Snail1 (71). Por una parte, se ha 
observado que el aumento de Snail1 tras el tratamiento con TGFβ es dependiente de Smads y, 
más concretamente de Smad3, la cual se une al promotor del gen de Snail1 y activa su 
transcripción (330, 331). Sin embargo, también hay datos que demuestran que la inducción de 
la expresión de Snail1 se mantiene en presencia de dominantes negativos de Smad4, indicando 
la participación de vías independientes de Smads en el aumento de Snail1 mediado por TGFβ 
(281, 332). En nuestro estudio, el TGFβ activa su vía canónica a través del aumento en la 
fosforilación de Smad2. Sin embargo, resultados preliminares no mostrados en este trabajo, 
indican que dominantes negativos de la vía TGFβ/Smads no influyen en el aumento de Snail1 
producido por TGFβ, apoyando así la hipótesis de la participación de las vías independientes de 
Smads en la inducción de la EMT.  
Respecto a la regulación de la expresión de E-cadherina, nuestros datos muestran una 
correlación inversa entre los niveles de E-cadherina y los de Snail1 tras el tratamiento con 
TGFβ, indicando que el mecanismo principal de TGFβ para disminuir la expresión de                  
E-cadherina es a través del aumento de Snail1. En relación con estos datos, algunos estudios 
muestran la participación de otros factores de transcripción como Slug, Zeb1 y Zeb2 en la 
represión de E-cadherina mediada por TGFβ (333, 334). En nuestro caso, no podemos 
descartar la participación de alguno de estos factores de transcripción, ya que se ha 
demostrado que varios de ellos pueden asociarse a Snail1 y éste puede regular su expresión, 
como es el caso de Zeb1. Además, TGFβ puede regular la estabilidad de Snail1 a través de un 
aumento de la expresión de la LOXL2, la cual impide la fosforilación de Snail1 por GSK3-β(335), 
En cualquier caso, nosotros podemos afirmar que en células derivadas de ATC, la presencia de 
Snail1 es necesaria para la disminución de E-cadherina mediada por TGFβ.  
  
Al margen de la perdida de expresión de E-cadherina y el aumento de Snail1, otros de los  
marcadores que se han relacionado con el desarrollo de la EMT son la Fibronectina y la 
Vimentina (336). De acuerdo con esto, nuestros datos demuestran que el TGFβ aumenta los 
niveles de Fibronectina, mientras que no modifica los niveles de Vimentina. El aumento de 
Fibronectina se corresponde con estudios en los que se ha observado una inducción en la 
expresión de la misma en los frentes invasivos de muestras tumorales de PTCs, en 
comparación con las zonas centrales del tumor, mientras que la expresión de Vimentina fue 
similar en ambas regiones (297). El hecho de que los niveles de Vimentina permanezcan 
constantes en ambas regiones del tumor explicaría el que su expresión fuera independiente de 
TGFβ, ya que éste es secretado al estroma y ejercería sus efectos en las células que bordean el 
tumor. Además, es importante destacar la diferencia que encontramos en la expresión de 
Vimentina de una línea celular a otra. Estas diferencias muestran una correlación inversa entre 
los niveles de E-cadherina y Vimentina, observada también en otras líneas celulares (89). Así, 
mientras que las células con baja expresión de E-cadherina y altos niveles de Vimentina poseen 
un fenotipo mesenquimal, la relación inversa es típica de células con un origen epitelial. 
Puesto que varios estudios in vivo relacionan el aumento de Vimentina con la pérdida de         
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E-cadherina (337, 338), sería interesante estudiar en un futuro la regulación de estas dos 
proteínas en cáncer de tiroides y su implicación en el desarrollo tumoral.   
 
Normalmente, los cambios morfológicos y la regulación de marcadores epiteliales y 
mesenquimales producidos en la EMT van acompañados de un aumento de la motilidad 
celular. En relación con este aspecto, en este estudio demostramos que TGFβ favorece la 
migración celular únicamente en células portadoras del mutante V600EB-RAF, ya sea 
endógenamente, como en las células 8505C y BHT101, o mediante sobreexpresión en las 
células WRO, mientras que en células con WTB-RAF no produce ningún efecto significativo 
sobre este proceso. Curiosamente, cuando transfectamos el mutante V600EB-RAF en las células 
de WRO, el tratamiento con TGFβ aumenta la migración aún más de lo que lo hace V600EB-RAF, 
indicando una posible cooperación entre la hiperactivación de la vía RAF-MEK-ERK con el papel 
de promotor tumoral de TGFβ. En este sentido, varios estudios han demostrado que el 
entrecruzamiento entre las señales mediadas por Ras y TGFβ juegan un papel destacado en 
procesos fisiológicos y patológicos (286, 339).  
También es importante destacar que en este trabajo observamos que el TGFβ no produce 
ningún efecto sobre la invasión celular (datos no mostrados). En este sentido, es conveniente 
apuntar que las líneas celulares con las que trabajamos poseen la capacidad de invadir en 
condiciones basales, la cual está favorecida por V600EB-RAF. En el caso de las células portadoras 
del oncogén V600EB-RAF, se ha demostrado que éste está implicado en la secreción de 
metaloproteasas de la matriz (MMPs) encargadas de degradarla (187), por lo que 
posiblemente, en condiciones in vitro, estas células no necesiten la presencia de TGFβ para 
llevar a cabo un proceso que son capaces de realizar en ausencia de esta citoquina. Además, el 
hecho de que el TGF tampoco aumente la invasión en células WRO con WTB-RAF indica que 
esta citoquina no es suficiente para inducir la invasión de estas células in vitro y que requiere 
de otros factores estimuladores de la invasión. Así, se ha demostrado que el ambiente tumoral 
es un factor clave en la invasión celular y que TGFβ es capaz de favorecer la misma a través de 
la interacción con otros componentes celulares de los tumores. De hecho, TGFβ puede 
estimular a los fibroblastos del estroma y/o a las células del sistema inmune para que secreten 
MMPs y favorecer el proceso invasivo; por lo que habría que tener en cuenta la complejidad 
tumoral para determinar el papel específico del TGFβ sobre la invasión celular.  
 
 
 4. V600EB-RAF Y TGFβ COOPERAN EN LA INDUCIÓN DE LA EMT EN CÁNCER DE TIROIDES 
 
Nuestros estudios demuestran que tanto V600EB-RAF como TGFβ pueden inducir la EMT en las 
células tumorales tiroideas; por ello, nos planteamos la posibilidad de que ambos estuvieran 
colaborando en este proceso. Nuestros resultados muestran que los niveles de TGFβ 
secretados son mucho mayores en las células 8505C y BHT101 que los producidos por la línea 
celular WRO. Además, también demostramos que V600EB-RAF aumenta los niveles de TGFβ 
secretado al medio a través de la vía MEK-ERK. Nuestros resultados también muestran que el 
inhibidor PLX4720 es capaz de bloquear la expresión de TGFβ inducida por V600EB-RAF en 
células tumorales. Este aumento en la producción de TGFβ mediado por V600EB-RAF 
probablemente esté regulado a nivel transcripcional, ya que los datos aportados por Nucera et 
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al., revelan una mayor expresión del gen de TGFβ en muestras tumorales de tiroides 
portadoras de V600EB-RAF frente a tumores con WTB-RAF (183).   
Sin embargo, la inhibición del receptor de TGFβ no disminuye la migración ni la invasión celular 
inducida por V600EB-RAF, lo que indica que este oncogén controla estos procesos a través de un 
mecanismo distinto al aumento de expresión de TGFβ. Estos resultados se corresponden en 
parte con los publicados por Riesco-Eizaguirre et al., en los que demuestran que la 
sobreexpresión de   V600EB-RAF en tirocitos de rata aumenta la secreción de TGFβ y que la 
inhibición de su acción con un inhibidor específico de su receptor disminuye parcialmente la 
migración e invasión celular (290). Asimismo, en este estudio demuestran que el aumento de 
TGFβ producido por V600EB-RAF se corresponde con un aumento de la fosforilación de Smad2 y 
de la EMT. Estos resultados son discordantes con los nuestros, ya que nosotros no observamos 
ni un aumento de la fosforilación de Smad2 ni cambios en los niveles de Snail1 y E-cadherina 
debidos al aumento de TGFβ mediado por V600EB-RAF (datos no mostrados). Esta falta de 
efectos se puede explicar por el hecho de que los niveles de TGFβ secretados por las células 
tras la sobreexpresión de V600EB-RAF son del orden de 100 veces menores que los utilizados 
exógenamente. Además, incluso en las células que presentan mayores niveles basales de 
TGFβ, la fosforilación de Smad2 apenas se percibe, indicando que para conseguir unos niveles 
elevados de TGFβ, que puedan ejercer sus acciones sobre Smad y la EMT, quizá se requieran 
vías adicionales a las activadas por V600EB-RAF. En este sentido, se ha demostrado que para que 
se produzca una elevada expresión de TGFβ en células de osteosarcoma murino se requiere la 
activación conjunta de las vías Ras-MEK-ERK y Ras-PI3K-AKT (340).   
Por otra parte, el hecho de que el aumento de TGFβ producido por V600EB-RAF no aumente más 
la migración celular, podría deberse a que, al tratarse de células transformadas con V600EB-RAF, 
éstas poseen una elevada capacidad de migrar en ausencia de TGFβ, por lo que, como se ha 
comentado anteriormente, el aumento del mismo se podría utilizar para estimular células 
adyacentes al tumor, como las células endoteliales o células del sistema inmune, que inducen 
otros procesos alternativos a la migración, pero igualmente tumorogénicos como la 
angiogénesis o la inmunosupresión. Esta hipótesis se apoya en las observaciones que 
demuestran que en carcinomas tiroideos murinos poco diferenciados la expresión condicional 
de V600EB-RAF aumenta el número de macrófagos asociados al tumor (TAMs) (192), los cuales a 
su vez, son conocidos por su capacidad de producir TGFβ, y se han asociado a una mayor 
agresividad tumoral (341).  
 
En este estudio, sin embargo, nosotros demostramos que la EMT inducida por TGFβ depende 
en gran medida de la señalización mediada por V600EB-RAF, ya que tanto el silenciamiento de su 
expresión, como la inhibición de su actividad se oponen al aumento de Snail1 y a la 
disminución de E-cadherina producidos por TGFβ. Nosotros observamos que el inhibidor 
U0126 produce el mismo efecto que PLX4720, indicando la participación de la vía                       
V600EB-RAF-MEK-ERK en la regulación de Snail1 mediada por TGFβ. Sin embargo, el aumento de 
ARNm de Snail1 producido por TGFβ no desaparece completamente tras el tratamiento con 
estos inhibidores (ver figura 64), por lo que no podemos descartar que el TGFβ ejerza su acción 
sobre Snail1 y la EMT a través de otras vías de señalización independientes de B-RAF-MEK-ERK. 
En este caso, como se ha comentado anteriormente, TGFβ puede regula la estabilidad de 
Snail1 a través de LOXL2, pero además podría aumentar su expresión a través de NF-κB, como 
se ha observado en otros tipos celulares (241, 342). Adicionalmente, vemos como las células 
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8505C con bajos niveles de E-cadherina, el silenciamiento de B-RAF y el tratamiento con 
PLX4720 producen una recuperación de E-cadherina, incluso en presencia de TGFβ, indicando 
que V600EB-RAF reprime la expresión de E-cadherina de una forma independiente de TGFβ.  
Nuestros resultados se corresponden con los obtenidos por Knauf et al., en los que muestran 
la inducción de la EMT tras el tratamiento con TGFβ en cultivos primarios murinos de PTC con        
V600EB-RAF (192). Sin embargo, estos autores no demuestran directamente que TGFβ ejerza sus 
acciones sobre la EMT a través de V600EB-RAF,  sino que únicamente revelan que la inhibición de 
MEK, previa al tratamiento con TGFβ, bloquea la actividad transcripcional mediada por esta 
citoquina, indicando que existe una cooperación entre V600EB-RAF y TGFβ dependiente de la vía 
MEK-ERK. En este sentido, varios estudios han relacionado el aumento de la EMT mediada por 
TGFβ con la hiperactivación de la vía Ras-RAF-MEK-ERK (226). Por ejemplo, se ha demostrado 
que la combinación de EGF y TGFβ induce la EMT en tirocitos de cerdo altamente 
diferenciados, mientras que ambos tratamientos por separado no producen variaciones de las 
propiedades epiteliales (343). Además, algunos estudios apoyan la hipótesis de que es 
necesaria una activación constitutiva de la vía Ras-RAF-MEK-ERK para que TGFβ induzca la 
EMT. En relación con este aspecto, Horiguchi et al., demostraron que la inducción de Snail1 
mediada por TGFβ en células de carcinoma de páncreas únicamente se lleva a cabo en 
presencia del mutante V12GK-Ras (286). Este estudio también muestra que la inducción de la 
expresión de Snail1 tras el tratamiento de TGF es independiente de la activación de MEK, 
resultados contrarios a los nuestros y a los publicados por Peinado et al., en los que se observa 
un aumento de la transcripción de Snail1 en respuesta a TGFβ, la cual es inhibida cuando se 
anula la actividad de MEK (281). La discrepancia entre estos resultados probablemente se deba 
a la diferente participación de las proteínas Smads, ya que en el trabajo de Horiguchi et al. el 
aumento de Snail1 producido por el TGFβ es inhibido por el silenciamiento de las R-Smad y de 
Smad4 (286), mientras que Peinado et al. muestran que dominantes negativos de Smad4 no 
afectan al aumento de Snail1 tras el tratamiento con TGFβ. Por tanto, es posible que exista un 
balance entre los mecanismos dependientes e independientes de Smads que regulen la 
expresión de Snail1 en respuesta a TGFβ, y que a su vez estén determinados por la 
contribución de la vía Ras-RAF-MEK-ERK. En este sentido, como cabía esperar, nuestros datos 
muestran que TGFβ aumenta la fosforilación de Smad2 en su región C-terminal. Además, 
vemos como la inhibición de B-RAF afecta a los niveles de fosfo-Smad2 de manera distinta 
según el tipo celular. Mientras que en las células BHT101, la fosforilación de Smad2 inducida 
por TGFβ se reduce en ausencia de B-RAF, en las células 8505C los niveles Smad2 fosforilada 
en las mismas condiciones no se ven afectados. En relación con este aspecto, existen datos en 
la literatura que muestran que los efectos de la vía Ras-RAF-MEK-ERK sobre la fosforilación de 
Smad pueden variar según el tipo celular y el estadío tumoral. Por una parte, se ha 
demostrado que U0126 inhibe la fosforilación de Smad2 inducida por TGFβ (192, 344) y, por 
otra, existen evidencias que demuestran que el aumento de fosforilación de Smad2 no se ve 
afectado por la actividad de MEK (285). Concretamente en cáncer de tiroides, únicamente 
existe un estudio con cultivos primarios de células tiroideas transformadas con V600EB-RAF en el 
que demuestran que la inhibición de MEK, se opone al aumento de fosforilación de Smad2 
producido por TGFβ (192). Todo esto, junto con la gran variedad de respuestas celulares 
mediadas por TGFβ que dependen del tipo celular, explicaría el hecho de las diferencias entre 
los estudios mencionados. 
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Por otra parte, nosotros demostramos que TGFβ solo aumenta la migración celular en 
presencia de V600EB-RAF y, además, que la inhibición de V600EB-RAF y de MEK impiden el 
aumento de la migración celular producido por TGFβ. En este sentido, únicamente un estudio 
llevado cabo en un modelo de tirocitos de rata ha mostrado resultados similares a los 
nuestros; estos autores demuestran la participación de V600EB-RAF en la migración celular a 
través del aumento de la secreción de TGFβ (290). Sin embargo, nosotros demostramos, por 
primera vez en un modelo de cáncer de tiroides, un sinergismo entre los efectos de V600EB-RAF 
y de TGFβ en la inducción de la migración celular, aportamos nuevos datos sobre la 
participación de la vía RAF-MEK-ERK en la EMT inducida por TGFβ y la importancia del uso 
conjunto de inhibidores de V600EB-RAF y de TGFβ en el tratamiento del cáncer de tiroides.   
 
 
5.  V600EB-RAF Y TGF REGULAN LA EMT INDEPENDIENTEMENTE DE ILK 
 
Uno de los procesos clave para la adquisición de un fenotipo migratorio es la regulación de los 
contactos focales. De esta manera, las células pueden conectar las señales extracelulares con 
el citoesqueleto de actina y controlar la motilidad celular. Por ello, ya que muchas de las 
proteínas implicadas en la formación de contactos focales se han relacionado con la EMT, en 
este estudio analizamos la relación entre algunas de ellas, en concreto ILK y FAK, y la inducción 
de la EMT mediada por V600EB-RAF y TGFβ.  
 
Respecto a ILK, varios estudios han demostrado que las células tumorales poseen altos niveles 
de expresión y actividad de esta proteína en comparación con células no cancerígenas. 
Además, a ILK se le ha asignado un papel importante en la EMT. Nuestro estudio demuestra 
que TGFβ produce un aumento de la expresión de la proteína ILK, el cual se corresponde con 
un incremento de su ARNm. En este sentido, aunque hasta ahora no se ha descrito esta 
activación en células derivadas de carcinomas tiroideos, sí se ha demostrado en otros modelos 
que TGFβ puede aumentar ILK a través de un mecanismo dependiente de Smads y, además, 
que ILK puede participar en la EMT (51, 53, 345).  
 
Uno de los mecanismos por los que ILK regula la EMT es a través del aumento de Snail1 por un 
mecanismo dependiente de GSK3-β. En su estado activado, GSK3-β fosforila a Snail1 
marcándolo para su posterior ubiquitinación y degradación proteosomal. Asimismo, es 
importante destacar que ILK puede fosforilar GSK3-β en la serina 9 induciendo su inactivación 
y, por tanto, aumentando Snail1. Nuestros resultados muestran que en nuestras células 
tumorales tiroideas GSK3-β está constitutivamente fosforilado en la serina 9 y que, ni el TGFβ 
o la inhibición de la expresión de ILK afectan a su estado de fosforilación. Además, el 
silenciamiento de ILK tampoco modifica ni los niveles basales de Snail1 ni el aumento 
producido por TGFβ, lo que demuestra que la fosforilación de GSK3-β es independiente de ILK 
y, por consiguiente, también lo es la regulación de Snail1. Como hemos demostrado que Snail1 
es el represor transcripcional principal de E-cadherina, en consecuencia, ILK tampoco es 
necesaria para la regulación de E-cadherina a través de la vía GSK3-β-Snail1 en estas células. 
Estos resultados se ven apoyados por el hecho de que el papel de ILK sobre la inactivación de 
GSK3-β varía dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, la inhibición de la expresión de ILK no 
modifica la fosforilación de la serina 9 de GSK3-β en células embrionarias, mientras que en 
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macrófagos y células endoteliales los niveles de p-GSK3-β están muy reducidos (295). Otra 
posibilidad es que ILK no actúe como una proteína quinasa en estas células. Se ha propuesto 
que ILK tiene una doble función como proteína quinasa y como proteína adaptadora. Sin 
embargo, el papel de ILK como quinasa funcional in vivo está en entredicho, ya que ILK tiene 
un dominio quinasa atípico que carece de algunos residuos necesarios para la actividad 
transferasa. Además, la resolución de la estructura de su dominio catalítico demostró que ésta 
es incompatible con el dominio de las proteínas quinasas (346). Por otra parte, aunque se ha 
demostrado que la eliminación de la expresión de ILK o de su actividad mediante mutagénesis 
afecta a la fosforilación de GSK3-β, también se ha observado que estas mutaciones afectan a 
las interacciones proteína-proteína (346). Además, en el modelo murino knock-in que expresa 
ILK constitutivamente activo, el estado de fosforilación de GSK3-β no se modifica (347).  
En nuestro estudio la falta de efecto de ILK sobre GSK3-β y Snail1 es paralela a la falta de 
efecto sobre la migración y la invasión en las células 8505C y BHT101. Sin embargo, aunque en 
nuestro modelo celular ILK no está implicada en la regulación de la EMT a través de Snail1 y      
E-cadherina, su aumento por TGFβ podría estar participando en otros procesos relacionados 
con la progresión tumoral. Recientemente se ha observado que TGFβ produce un aumento de 
ILK y su asociación con RICTOR (348), lo que puede dar lugar a distintos efectos tumorogénicos 
mediados por mTORC2. Entre los procesos mediados por ILK podría estar la angiogénesis, ya 
que la sobreexpresión de ILK  se ha asociado con la inducción del factor proangiogénico VEGF 
(349). Otro de los procesos en los que podría estar implicado ILK es en la represión de 
marcadores de diferenciación celular. En este sentido, la represión del transportador de yodo y 
sodio NIS es una de las características principales en cánceres de tiroides poco diferenciados, 
lo que implica una mayor resistencia al tratamiento. TGFβ reprime NIS en células tumorales 
tiroideas (290) y se ha observado que la enzima PARP-1 forma parte de un complejo 
transcripcional encargado de reprimir su expresión (350). Curiosamente, uno de los 
mecanismos por los que ILK regula la expresión de Snail1 es a través de la unión de PARP-1 con 
su promotor. Según nuestros resultados, ILK1 no regula la expresión de Snail1, pero puede ser 
que sí reprima la expresión de NIS a través PARP-1 y, por lo tanto, que TGFβ esté reprimiendo 
la expresión de NIS a través de ILK. Por ello, aunque son necesarios más estudios, es 
importante tener en cuenta la importancia de valorar la combinación de fármacos inhibidores 
de TGFβ junto con los protocolos establecidos de radioterapia en los pacientes con ATC.    
 
Por otra parte, en este trabajo demostramos que la inhibición de V600EB-RAF se opone al 
aumento de la expresión de ILK inducido por TGFβ, revelando un nuevo mecanismo por el que 
TGFβ regula la expresión de esta proteína. En relación con este aspecto, la combinación de 
inhibidores de la vía Ras-RAF-MEK-ERK con oligos antisentido de ILK ha mostrado ser una 
estrategia eficaz para inhibir de forma sinérgica el crecimiento de células de glioblastoma 
(351), por lo que sería interesante estudiar los efectos de la cooperación entre la vía RAF-MEK-
ERK y TGFβ sobre la actividad de ILK, la cual podría ser importante para regular alguna de las 
funciones de ILK sobre proliferación o diferenciación, a través de activación de ciclina D1 o   
NF-κB.  
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6. LA VÍA Src/FAK Y  V600EB-RAF  COOPERAN EN LA EMT Y LA MIGRACIÓN CELULAR 
MEDIADA POR TGFβ 
 
Otra de las proteínas importantes en la formación de contactos focales que se ha relacionado 
con la inducción de la EMT y con la progresión tumoral es la quinasa FAK, la cual posee una 
función como proteína adaptadora y actividad catalítica. Además, es importante destacar que 
algunas células de carcinomas de tiroides presentan unos niveles anormalmente elevados de 
FAK y de su quinasa activadora Src, resaltando la importancia de estas dos proteínas en el 
desarrollo de tumores tiroideos (352). En este sentido, recientemente se ha demostrado que la 
inhibición de Src resulta en una disminución de la actividad de FAK, así como de la migración 
en células tumorales tiroideas (353).   
 
Nuestros resultados muestran que tanto la Y397 como los residuos Y576, Y577, Y861 y Y407 
están fosforilados en condiciones basales en las células 8505C y BHT101. La fosforilación 
constitutiva de la Y397 es un hecho característico de las células adheridas a un  sustrato, ya 
que esta adhesión permite la interacción de FAK con las integrinas (38). Además, en estas 
células Src se encuentra fosforilada en la Y419, indicativa de su actividad junto con la 
desfosforilación de la Y530, en las dos líneas celulares (datos no mostrados). Por lo tanto, una 
posible actividad basal de Src elevada explicaría el hecho de que encontremos los residuos 
Y576, Y577, Y861 y Y407 de FAK fosforilados en condiciones basales. 
Estos resultados coinciden con los observados por Schweppe et al., en los que describen que 
Src está constitutivamente activada en líneas celulares de ATC y su inhibición produce una 
bajada en los niveles de fosforilación de la Y861 de FAK (353). Sin embargo, aunque FAK está 
fosforilada basalmente, nosotros demostramos que TGFβ aumenta los niveles de fosforilación 
de los residuos Y576, Y577, Y861 y Y407 y que la inhibición de la expresión de FAK disminuye 
los niveles basales de Snail1 y revierte el aumento de esta proteína provocado por TGFβ. 
Además, estos efectos se corresponden con la inhibición de la migración celular mediada por 
TGFβ, por lo que todo esto demuestra que TGFβ promueve la EMT y la motilidad celular a 
través de FAK en cáncer de tiroides. Estos datos concuerdan con los publicados por otros 
autores que demuestran que TGFβ es capaz de aumentar la expresión y la fosforilación de FAK 
en células humanas de riñón (354),  en células tumorales hepáticas (294) y en células de cáncer 
de mama (355).  
Complementariamente a estos resultados, nosotros demostramos que la inhibición de Src, 
tanto en ausencia como en presencia de TGFβ, produjo los mismos efectos sobre Snail1 que el 
silenciamiento de FAK, sugiriendo que los efectos sobre la EMT de FAK están relacionados con 
la activación de Src. Así, se ha demostrado que tras la estimulación con TGFβ se forma un 
complejo entre la integrina β3, FAK y TβR-II que posteriormente da lugar a la activación de Src 
(230) y que TGFβ, también puede activar Src/FAK a través de la activación del EGFR (356), por 
lo que sería posible que la estimulación con TGFβ produjera un incremento de la actividad 
quinasa de Src, y en consecuencia, un aumento de la activación de FAK. Sin embargo, aunque 
la activación de FAK está ligada mayoritariamente a la fosforilación por Src, también se ha 
demostrado que TGFβ puede activar FAK favoreciendo su función como proteína adaptadora a 
través de un mecanismo independiente de Src y Smad (357). Respecto al mecanismo por el 
que Src y FAK regulan la expresión de Snail1 en respuesta al tratamiento con TGFβ éste, podría 
ser a través de la activación de la vía PI3K-AKT. En este sentido, se ha observado que el TGFβ es 
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capaz de aumentar la actividad de AKT, la cual recupera sus niveles normales tras el 
silenciamiento de FAK (354), además, en fibroblastos de ratones knock-out que no expresan 
FAK se ha demostrado que FAK regula la expresión de Snail1 a través de la activación de AKT 
(358). En nuestro modelo, este mecanismo sería posible, ya que resultados preliminares no 
mostrados en esta memoria indican que la inhibición de AKT disminuye los niveles de 
expresión de Snail1. 
Nuestros resultados demuestran que, al igual que B-RAF, Src y FAK también cooperan con 
TGFβ en la inducción de Snail1 y en la migración celular. Sin embargo, a pesar de la 
disminución de Snail1 tras la inhibición de Src/FAK, sólo observamos un aumento de los niveles 
de E-cadherina al inhibir Src en las células BHT101. Nuestros datos son aparentemente 
contrarios a los publicados por otros autores que demuestran que la eliminación de la 
expresión FAK aumenta E-cadherina en queratinocitos, fibroblastos embrionarios murinos, y 
otros tipos celulares  (358, 359), o que la activación de Src y FAK por TGFβ bloquea la expresiσn 
de E-cadherina (294). Una explicación para esta posible contradicción sería que la presencia de 
V600EB-RAF en células tumorales tiroideas, no modifica el efecto de Src y FAK sobre Snail1, pero 
si tiene un fuerte papel represor de la expresión de E-cadherina, independiente de Snail1, que 
no puede ser contrarrestado por la falta de Src y FAK, al menos en las células 8505C. Sin 
embargo, es importante apuntar que no todos los efectos de Src son dependientes de FAK. De 
hecho, se ha observado que la sobreexpresión de Src constitutivamente activo puede 
aumentar la migración celular en ausencia de FAK (360) y se ha demostrado que puede 
promover la EMT a través de la vía de p38 (230), pudiendo ser ésta, junto con la vía de 
PI3K/AKT, una alternativa por la que Src estuvieran regulando Snail1. Esta hipótesis se ve 
reforzada por el aumento de actividad de p38 encontrado en muestras de tejidos de distintos 
tipos de tumores tiroideos (361). Esto indica que aunque Src y FAK están estrechamente 
relacionadas, se deben tener en cuenta sus efectos por separado a la hora de evaluar sus 
posibles implicaciones y son necesarios futuros estudios para esclarecer las vías de 
señalización mediadas por Src-FAK que están implicadas en el cáncer de tiroides. 
 
Por tanto, nuestros resultados demuestran que TGFβ no necesita únicamente a V600EB-RAF para 
regular Snail1 y E-cadherina, sino que también requiere a Src y FAK y, que estos mecanismos 
actúan de forma independiente. Esta conclusión se ve reforzada por el hecho de que la 
inhibición de V600EB-RAF no afecta a las fosforilaciones de FAK mediadas por TGFβ y Src. 
Además, la inhibición conjunta de V600EB-RAF y Src, tanto en ausencia como en presencia de 
TGFβ, produce una disminución de Snail1 aún mayor que la provocada por la inhibición de 
cada una de estas proteínas independientemente. Además, la inhibición de V600EB-RAF y no de 
Src da lugar a un aumento de la expresión de E-cadherina. Todo esto, junto con el hecho de 
que ninguna de estas condiciones afecta a la fosforilación de Smad2, indica que V600EB-RAF, Src 
y FAK participan en la regulación de Snail1 mediada por TGFβ de forma independiente de 
Smads.   
 
Estos resultados ponen de manifiesto la dependencia de la señalización mediada por        
V600EB-RAF para llevar a cabo la EMT inducida por TGFβ y la consiguiente progresión tumoral 
del cáncer tiroideo (figura 77). Además, el hecho de que Snail1 se regule de manera 
independiente por B-RAF y Src/FAK muestra la importancia de valorar los efectos de Snail1 
independientes de E-cadherina. Por tanto, este estudio, además de aportar nuevos datos para 
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comprender los mecanismos tumorogénicos mediados por V600EB-RAF y TGFβ, muestra la 
importancia de considerar la cooperación entre estas dos vías de señalización y poder actuar 
de forma conveniente a la hora del desarrollo de nuevos protocolos terapéuticos para frenar la 
progresión del cáncer de tiroides.  
 
 
 
 
 
Figura 77. Mecanismos moleculares mediados por 
V600E
B-RAF en la progresión del cáncer de tiroides. En la figura 
se resume la implicación de 
V600E
B-RAF y su relación con TGFβ en los distintos procesos celulares que regulan la 
progresión tumoral de células tumorales tiroideas, basándonos en los resultados obtenidos. En primer lugar, la 
proteína oncogénica 
V600E
B-RAF favorece la migración y la invasión celular a través del aumento de Snail1 y la 
consecuente represión de E-cadherina. A su vez, existe un mecanismo alternativo, mediado por MEK-ERK, por el 
cual 
V600E
B-RAF reprime la expresión de E-cadherina independientemente de Snail1. Además, 
V600E
B-RAF y TGFβ 
cooperan en la regulación de la EMT y la migración e invasión celular. 
V600E
B-RAF posee un efecto dual sobre TGFβ, 
por una parte, regula la secreción de TGFβ a la MEC, donde esta citoquina podría regular la angiogénesis, la 
inmunosupresión y la invasión celular a través de la estimulación de distintos tipos celulares implicados en la 
progresión tumoral, como las células endoteliales, macrófagos y fibroblastos. Por otra parte. 
V600E
B-RAF media el 
efecto de TGF sobre la expresión de Snail1 y E-cadherina, favoreciendo la migración y la invasión celular, y 
favorece una posible desdiferenciación celular a través de la expresión de ILK. Finalmente, TGFβ también regula la 
EMT a través la activación de Src y FAK por mecanismos independientes de 
V600E
B-RAF. Todos estos procesos no 
afectan a la activación de Smads, indicando que o bien son independientes u ocurren por debajo de la activación de 
estos factores de transcripción.       
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Las conclusiones del presente trabajo son las siguientes: 
 
 
1. V600EB-RAF aumenta la migración e invasión celular de las células tiroideas 850C y BHT101 a 
través de la vía MEK-ERK. 
  
2. V600EB-RAF induce  la EMT a través del aumento de Snail1 y la represión transcripcional de    
E-cadherina.  
 
3. V600EB-RAF aumenta Snail1 a través de dos mecanismos, uno a nivel transcripcional 
independiente de la activación de ERK, y otro a nivel postranscripcional dependiente de la vía 
MEK-ERK. 
 
4. La sobreexpresión de Snail1 disminuye los niveles de E-cadherina, produce cambios 
morfológicos característicos de la EMT y favorece los procesos de migración e invasión celular. 
 
5. V600EB-RAF  reprime la expresión de E-cadherina a través de mecanismos  dependientes e 
independientes de Snail1.  
 
6.- El TGF carece de efectos antiproliferativos y proapoptóticos en las células tumorales 
tiroideas WRO, 8505C y BHT101  
 
5. El TGFβ promueve la EMT disminuyendo los niveles del marcador epitelial E-cadherina, y 
aumentando la expresión de los marcadores mesenquimales Fibronectina y Snail1. La 
disminución de E-cadherina por TGFβ se produce a través del aumento de Snail1. 
 
6.- El TGFβ aumenta la migración celular, pero no la invasión de las células tumorales tiroideas. 
 
7. V600EB-RAF aumenta la secreción de TGFβ a través de la vía MEK-ERK, pero este mecanismo 
no es el responsable del aumento de la migración e invasión celular producido por este 
oncogén. 
 
8. La vía V600EB-RAF-MEK-ERK  coopera con el TGFβ en la inducción de la EMT. El aumento de 
Snail1 y la diminución de E-cadherina se regulan por TGF a través de un mecanismo 
dependiente V600EB-RAF.  
 
9. El TGFβ aumenta la expresión de ILK de manera  dependiente de V600EB-RAF. ILK no 
contribuye a la EMT a través de la regulación de Snail1 y E-cadherina. 
 
10. El TGFβ induce la EMT y favorece la migración celular a través de la vía Src-FAK de forma 
independiente de V600EB-RAF. 
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